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Optimizacija priprave zunajceličnega dela disintegrinske metaloproteaze 




Disintegrinska metaloproteaza TACE (znana tudi pod imenom ADAM17) je pomemben 
regulator različnih signalnih poti, povezanih z razvojem, imunostjo, vnetjem in nastankom 
tumorjev. Cepi več kot 90 substratov, ki obsegajo citokine, rastne faktorje in adhezijske 
molekule. Kljub mnogim raziskavam molekularni mehanizmi cepitve nekaterih substratov še 
vedno niso pojasnjeni. Eden izmed takih substratov je tudi dimerni transmembranski 
glikoprotein EpCAM, ki se pogosto povišano izraža pri karcinomih in je zato pomemben 
diagnostični marker in tarča za protirakave terapije. Cepitev s TACE je prvi korak v signalni 
poti, ki se prične z regulirano intramembransko proteolizo in v končni fazi sproži prepisovanje 
onkogenov. S celičnimi študijami in analizo z masno spektrometrijo je bilo pokazano, da se 
cepitveni mesti nahajata v žlebu med obema podenotama dimera in sta zato proteazi TACE 
težko dostopni. Mehanizem cepitve proteina EpCAM s TACE tako še ni pojasnjen. Da bi 
odkrili, ali dimerizacija EpCAM ovira cepitev s TACE in ali so za prepoznavo substrata in 
cepitev potrebni še kakšni drugi faktorji, smo pripravili različne konstrukte celotnega proteina 
in zunajcelične domene TACE ter jih izrazili v insektni celični liniji Sf9. Optimizirali smo 
izražanje in čiščenje topne ektodomene TACE (TACE-EX), ter pripravljen konstrukt uporabili 
za prvo analizo cepitve različnih oblik ektodomen proteina EpCAM in vitro. S cepitvami smo 
uspeli pokazati, da lahko TACE prepozna in cepi EpCAM na predvidenih mestih, ter da 
dimerizacija proteina EpCAM ovira cepitev s TACE. To je tudi prva eksperimentalna potrditev 
hipoteze, da se mora za cepitev EpCAM nahajati v monomerni obliki.  
  




Optimization of preparation of the extracellular region of disintegrin 




The disintegrin metalloprotease TACE, also known as ADAM17, is an essential regulator of 
diverse pathways that include development, immunity, inflammation and cancer progression. 
It cleaves an array of more than 90 different substrates such as cytokines, growth factors and 
adhesion molecules. Even though TACE has been extensively studied, molecular mechanisms 
that govern cleavage of some substrates have still not been elucidated. One of such substrates 
is a transmembrane glycoprotein EpCAM, which was identified as a tumour-associated antigen 
due to its high expression level in rapidly growing epithelial tumours. Cleavage with TACE is 
the first step in a signalling pathway that leads to oncogene expression. In vivo studies in 
combination with mass spectrometry have shown that TACE cleaves EpCAM at two sites, 
which are located at the interface of the two subunits in a dimer - the native oligomeric state of 
EpCAM. The cleavage sites are thereby inaccessible to TACE. To better understand 
mechanisms by which TACE is able to cleave EpCAM we designed various full length and 
extracellular constructs of TACE and expressed them in a Sf9 insect cell line. We optimized 
the expression and purification methods for the construct containing the whole wild-type 
ectodomain (TACE-EX) and performed the first in vitro cleavage of different EpCAM 
ectodomain constructs. We were able to show that TACE is able to recognize and cleave 
EpCAM in vitro at proposed cleavage sites and that dimerization of EpCAM obstructs cleavage 
because of steric hindrance. This is also the first experimental proof of the hypothesis that 
EpCAM has to be in a monomeric state to be cleaved. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A280 absorbanca pri 280 nm 
ADAM disintegrinska metaloproteaza (ang. a disintgrin and metalloprotease) 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
ak  aminokislina  
AmpR gen za rezistenco na ampicilin 
APS  amonijev persulfat 
ATP adenozin trisfosfat 
AU  enote absorbance 
Aβ amiloid β 
BACE APP cepitveni protein, ki cepi na β mestu (ang. β-site APP-cleaving 
enzyme) 
bp  bazni par 
CANDIS  ohranjeno dimanično interakcijsko zaporedje proteina ADAM17  
(ang. Conserved Adam seventeeN Dynamic Intraction Sequence) 
CD cirkularni dikroizem 
coPCR verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije 
CTC cirkulirajoče tumorske celice 
DAB  3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid hidrat 
dH2O  deionizirana voda 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina  
dNTP  deoksiribonukleotid trifosfat 
DTT ditiotreitol 
EcoRI restrikcijska endonukleaza I iz E. coli 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
EGF epidermalni rastni faktor  
EGFR receptor epidermalnega rastnega faktorja 
EpCAM epitelijska celična adhezijska molekula 
EpEX zunajcelični del proteina EpCAM 
EpIC znotrajcelični del EpCAM 
ER endoplazemski retikulum 
EX  ektodomena (ang. extracellular domain) 
EYFP ojačani rumeni fluorescenčni protein 
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov 
GA Golgijev aparat 
GmR gen za rezistenco na gentamicin 
GTK gentamicin, tetraciklin, kanamicin 
HEPES 1-piperazinetansulfonska kislina 
His6-oznaka heksahistidinska oznaka 
 
 
HSV TK-poliA poliadenilacijski signal timidin kinaze iz virusa Herpes simpleks 
IC znotrajcelična domena (ang. intracellular domain) 
IEX ionskoizmenjevalna kromatografija 
IL-6 interlevkin 6 
IL-6R receptor za interlevkin 6 
IMAC nikljeva afinitetna kromatografija 
IPTG  izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid  
kDa kilodalton 
LB ang. lysogeny broth 
MCS multiplo klonirno mesto 
mel-TACE-EX ektodomena TACE s signalnim peptidom čebeljega melitina 
mel-TACE-FL celoten protein TACE s signalnim peptidom čebeljega melitina  
MOI multipliciteta infekcije 
MPD  obmembranska domena (ang. membrane proximal domain) 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
ND N-končna domena proteina EpCAM 
ngEpEX neglikozilirana ektodomena proteina EpCAM 
ngEpEX-TY monomerni mutant neglikozilirane ektodomene proteina EpCAM 
ng-TACE-EX ektodomena TACE z mutiranimi potencialnimi mesti glikozilacije.  
ng-TACE-FL celoten protein TACE z mutiranimi potencialnimi mesti glikozilacije  
NotI restrikcijska endonukleaza I iz N. otitidis 
nt nukleotid 
ori mesto začetka replikacije 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PBS fosfatni pufer z NaCl (ang. phosphate buffered saline) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo 
PDI protein disulfid izomeraza  
pFBD pFastBacDual 
pfu enota, ki tvori plak (ang. plaque forming unit) 
PH promotor polihedrinski promotor 
PMA forbol-12-miristat-13-acetat (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate) 
PMSF  fenil-metil-sulfonilfluorid  
PVDF polivinil difluoridna membrana 
ref. referenca 
RIP regulirana intramembranska proteoliza 
SEC kromatografija z ločevanjem po velikosti 
Sf9 insektna celična linija vešče Spodoptera frugiperda 
sfGFP superzvijajoči zeleni fluorescenčni protein (ang. superfolder green 
fluorescent protein) 
SLiCE kloniranje z brezspojno ligacijo (ang. seamless ligation cloning extract) 
sTNFR topna ektodomena TNFR 
 
 
SV40-poliA poliadenilacijski signal virusa SV40 
SVMP metaloproteaza iz kačjega strupa (ang. snake venom metalloproteinase) 
Ta temperatura prileganja 
TACE encim, ki pretvarja TNFα (ang. tumor necrosis factor alpha converting 
enzyme) 
TCA  trikloretanojska kislina (trivialno: triklorocetna kislina) 
TEMED  N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 
TIMP3 tkivni inhibitor metaloproteaz 3 (ang. tissue inhibitor of 
metalloproteinases-3) 
Tm temperatura tališča 
TNFR receptorjih tumor nekrotizirajočega faktorja α  
TNFα dejavnik tumorske nekroze alfa 
Tris  2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
TY tiroglobulinska domena 
U  encimska enota 
V1 enkrat namnožena suspenzija bakulovirusov 
V2 dvakrat namnožena suspenzija bakulovirusov 
wt divji tip (ang. wild-type) 
wt-TACE-EX ektodomena divjega tipa proteina TACE 
wt-TACE-FL divji tip proteina TACE 
X-gal  5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid 





Proteolitična cepitev je pomembna ireverzibilna posttranslacijska modifikacija, ki ureja mnoge 
celične procese. V zadnjih letih je kot pomemben regulator različnih poti celičnega 
signaliziranja v ospredje stopila omejena proteolitična cepitev transmembranskih proteinov1. V 
tem procesu proteaza cepi membranski substrat blizu ali znotraj transmembranske regije 
proteina in omogoči sprostitev topnih zunajceličnih delov substrata (ektodomen) z membrane2.  
 
Omejena proteoliza nadzira funkcije več kot 100 različnih membranskih proteinov, ki 
vključujejo različne rastne faktorje, citokine, proteine celične adhezije in citokinske receptorje 
(zbrano v ref. 3). Cepitev ne spreminja le količine transmembranskih proteinov na membrani, 
temveč povzroči tudi aktivacijo ali deaktivacijo različnih signalnih poti preko sproščanja topnih 
rastnih faktorjev in citokinov ter z razgradnjo receptorjev in adhezijskih molekul2.  
 
Encimi, ki omogočajo odcepitev ektodomen iz transmembranskih proteinov se imenujejo 
šedaze. Mnoge šedaze spadajo v družino proteinov ADAM (ang. a disintgrin and 
metalloprotease)2, ki pri ljudeh zajema 21 članov. Čeprav so proteini ADAM najbolj znani po 
svojih proteolitičnih lastnostih je proteolitično aktivnih le 13 članov te družine. Poleg 
proteolitičnih imajo lahko proteini ADAM namreč tudi adhezijske lastnosti. Pomemben 
predstavnik te družine je metaloproteaza ADAM17 oz. TACE (ang. tumor necrosis factor alpha 
converting enzyme). 
1.1 TACE  
TACE je bil odkrit leta 1997 kot encim, ki cepi transmembransko obliko dejavnika tumorske 
nekroze in omogoča sprostitev njegove topne oblike4. Danes vemo, da ima TACE širok spekter 
več kot 90 substratov, ki vključujejo ligande receptorja epidermalnega rastnega faktorja 
(EGFR), citokine, citokinske receptorje in adhezijske molekule (zbrano v ref. 1). TACE je tako 
vpleten v regulacijo mnogih procesov, ki vključujejo razvoj, regeneracijo, imunost, vnetje in 
nastanek tumorjev (zbrano v ref. 5). 
 
TACE se nahaja na plazmalemi celic, znotraj s holesterolom bogatih mikrodomen (lipidnih 
raftov)6. Izraža se v večini tkiv, povišano pa se izraža pri vnetju in različnih rakavih obolenjih 
(zbrano v ref. 7). 
 
Od preostalih članov družine ADAM se sekvenčno zelo razlikuje. Najbolj soroden je proteinu 
ADAM10, vendar je tudi tu sekvenčna podobnost le 30 % (zbrano v ref. 7).  
  




1.1.1 Zgradba in regulacija aktivnosti TACE 
Protein TACE je večdomenski transmembranski glikoprotein tipa I, ki ga po cepitvi signalnega 
peptida sestavlja 807 aminokislinskih ostankov.  
 
Sestavljen je iz velike zunajcelične regije (ektodomena, ak 671), transmembranskega segmenta 
(ak 23) in manjše znotrajcelične domene (ak 130). Ektodomena je sestavljena iz več domen: 
prodomene (ak 18-214), katalitične domene (ak 215-473), disintegrinske domene (ak 474-572), 
obmembranske domene (MPD – ang. membrane proximal domain, ak 581–642) in zaporedja 
CANDIS (ang. conserved adam seventeen dynamic intraction sequence, ak 644-660)  
(slika 1.1). 
 
Na podlagi strukturnega modela, ki je bil izpeljan iz strukture proteinov SVMP (ang. snake 
venom metalloproteinases), ki so homologi človeških ADAM-ov, je bilo predlagano, da 
zunajcelična regija tvori strukturo v obliki črke C. Taka postavitev domen omogoča večjo 
kompaktnost ektodomene in katalitično domeno približa membrani, kjer se nahaja tudi večina 
cepitvenih mest na substratih (zbrano v ref 5). Strukturo potrjuje tudi nedavno objavljena 




Slika 1.1: Struktura proteina TACE z označenimi domenami. A – Shematski prikaz domen proteina TACE,  
B – Trakovni prikaz modela strukture ektodomene TACE na osnovi strukture ADAM10, C – Prikaz površine 
modela ektodomene TACE. Model je bil pripravljen s programom I-Tasser9. Povzeto po ref. 5. 
 
Za razliko od ADAM10, ki po odcepitvi propeptida ostane v aktivni konformaciji, TACE ni 
konstutitivno aktiven in se mora pred cepitvijo aktivirati. Regulacija aktivnosti encima TACE 
je zelo kompleksna in je tesno povezana s strukturami in funkcijami posameznih domen  
(zbrano v ref. 5). 




1.1.1.1 Katalitična domena 
Struktura katalitične domene je bila določena leta 1998 in je podobna katalitičnim domenam 
metaloproteaz iz kačjih strupov. V aktivnem mestu se nahaja ohranjeno zaporedje 
HExxHxxGxxH, kjer trije histidinski in en glutamatni aminokislinski ostanek koordinirajo ion 
Zn2+ (slika 1.2). Molekula vode, ki omogoča nukleofilni napad, se nahaja med karboksilno 
skupino glutamata in Zn2+ ionom. Pod vezavnim mestom za ion Zn2+ se nahaja tudi tesen  
1,4-zavoj, ki vsebuje ohranjen metioninski aminokislinski ostanek (Met435) na tretjem mestu10. 
Ta element se imenuje metioninski obrat in je pomemben za stabilnost predstavnikov 
naddružine metcinkinov, med katere spada tudi TACE11.  
 
 
Slika 1.2: Struktura katalitične domene proteina TACE. A – Prikaz orientacije katalitične domene v prostoru.  
B – Trakovni prikaz katalitične domene in prikaz aktivnega mesta, kjer trije histidinski in en glutamatni 
aminokislinski ostanek koordinirajo ion Zn2+. Označen je tudi metioninski obrat, značilen za medcinkine 
(PDB:1bkc). 
 
Cepitvena mesta za TACE se med substrati zelo razlikujejo. Pomembne so aminokisline na 
mestih P1–P3 in P1'–P3', najpomembnejše pa naj bi bilo mesto P1', kjer se preferenčno nahaja 
valinski aminokislinski ostanek12. Katalitična domena je na poti iz endoplazmatskega 
retikuluma (ER) do Golgijevega aparata (GA) inhibirana s prodomeno, ki je pomemben 
regulator aktivnosti TACE13.  
1.1.1.2 Prodomena 
Prodomena je naravni inhibitor proteaze TACE. Vsebuje ohranjeno cisteinsko stikalo 
(zaporedje PKVCGY), ki veže ion Zn2+ v katalitičnem centru. Če mutiramo ta cistein, 
inhibicija ne izgine popolnoma, kar pomeni, da so zanjo odgovorni tudi drugi deli prodomene. 
Poleg tega prodomena deluje tudi kot šaperon in je pomembna za pravilno zvitje in procesiranje 
TACE13. V GA pride do odcepa prodomene s proprotein konvertazo furin14. Kaj se zgodi s 
prodomeno po cepitvi ni znano. Lahko, da po cepitvi ne oddisociira takoj, temveč ostane vezana 
na katalitično domeno in še naprej inhibira encim5. Pred kratkim je bilo pokazano, da se lahko 
rekombinantno pripravljena prodomena TACE uporabi kot specifični inhibitor metaloproteaze 
(IC50 = 145 nM)
15.  




1.1.1.3 Disintegrinska domena 
Disintegrinska domena omogoča interakcijo z integrini. Strukturno je sorodna disintegrinskim 
domenam iz kačjih strupov. Kljub temu, da nima tipičnega zaporedja RGD za vezavo 
integrinov16, lahko interagira z integrinom α5β1. TACE se lahko poveže z integrinom na isti ali 
pa na sosednji celici in tako sodeluje pri medceličnemu povezovanju. Interakcija z integrinom 
zaradi steričnega oviranja inhibira šedazno aktivnost TACE in tako pomembno regulira 
delovanje encima17. Poleg interakcije z integrini je disintegrinska domena pomembna tudi za 
stabilnost, saj naj bi bila odgovorna za oblikovanje zunajcelične regije v obliko črke C18.  
 
1.1.1.4 Domena MPD in ohranjeno zaporedje CANDIS 
Obmembranska domena (ang. membrane proximal domain, MPD) je prisotna le pri TACE in 
ADAM10, vsi ostali predstavniki družine ADAM imajo na tem mestu s cisteini bogato domeno 
in EGF domeno (ang. epidermal growth factor-like domain) (zbrano v ref. 5).  
 
Domena MPD je ključna za regulacijo aktivnosti TACE. Analiza kristalne strukture te domene 
je pokazala, da se ta lahko nahaja v dveh različnih konformacijah, ki se razlikujeta glede na 
pozicije disulfidnih vezi. Domena MPD lahko zavzame odprto (fleksibilno) konformacijo, v 
kateri je TACE aktiven, ali pa zaprto (rigidno) konformacijo v kateri TACE ni aktiven. V odprti 
konformaciji se disulfidne vezi nahajajo med cisteini C600-C630 in C635-C641, v zaprti 
konformaciji, pa med cisteini C600-C635 in C630-C641. Preklop iz odprte v zaprto 
konformacijo katalizira protein disulfid izomeraza (PDI), ki tako inaktivira TACE. Predvideva 
se, da je inaktivacija ireverzibilna, saj do danes še niso odkrili encima, ki bi kataliziral nasprotno 
reakcijo19 (slika 1.3). 
 
 
Slika 1.3:Preklop domene MPD iz odprte v zaprto obliko. Preklop katalizira encim protein disulfid izomeraza. 
Z rdečo so označeni deli domene, ki se pri preklopu preuredijo. Z modro je označeno zaporedje pozitivno nabitih 
aminokislin v fleksibilnem delu MPD (PDB: 2m2f). Povzeto po ref. 19. 
  




Fleksibilen del MPD domene vsebuje tudi pozitivno nabito zaporedje aminokislinskih ostankov 
(RKGK), ki je pomembno za sprožitev cepitve substrata. Ob delovanju določenih aktivatorjev 
TACE (npr. PMA, ang. phorbol 12-myristate 13-acetate) se aktivirajo skramblaze, encimi, ki 
povzročijo premestitev fosfatidilserina iz znotrajcelične na zunajcelično stran lipidnega 
dvosloja. Na zunanji plasti se tako tvorijo negativno nabite interakcijske površine, na katere se 
preko pozitivno nabitega zaporedja aminokislin veže domena MPD. Pri tem pride do 
konformacijske spremembe v zunajcelični regiji TACE, ki katalitično mesto TACE približa 
cepitvenim mestom na substratih in omogoči cepitev20. Pri tem procesu sodeluje tudi regija 
CANDIS.  
 
CANDIS je evolucijsko ohranjeno zaporedje 17 aminokislinskih ostankov, ki se nahaja v 
stebelnem delu proteina. Zaporedje tvori amfipatično α-vijačnico, ki lahko ob zmanjšanju 
koncentracije holesterola in premestitvi fosfatidilserina v zunajcelični sloj plazmaleme 
interagira s površino plazmaleme21 (slika 1.4). 
 
 
Slika 1.4: Aktivacija TACE. Do cepitve s TACE pride ob aktivaciji skramblaz (npr. ob delovanju PMA), ki 
spremenijo sestavo zunajcelične plasti plazmaleme in omogočijo vezavo pozitivnega zaporedja aminokislinskih 
ostankov znotraj domene MPD in zaporedja CANDIS na negativno nabito interakcijsko površino. Pri tem pride 
do konfromacijske spremembe zunajcelične regije TACE in cepitve substrata. Povzeto po ref. 5. 
 
Zaporedje CANDIS naj bi bilo tudi ključno za vezavo substrata. Pri nekaterih 
transmembranskih proteinih tipa I so pokazali, da je že samo zaporedje CANDIS zadostno za 
vezavo. Ugotovili so tudi, da se substrat na regijo veže le, ko je domena MPD v odprti 
konformaciji22.  
1.1.1.5 Znotrajcelična regija 
Znotrajcelična regija ni udeležena v prepoznavanje ali cepitev substratov23, vseeno pa je 
pomembna za regulacijo aktivnosti TACE. Omogoča namreč dimerizacijo TACE, ta pa olajša 
vezavo naravnega inhibitorja TIMP3 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases-3) na 
zunajcelično domeno24. Ugotovljeno je bilo tudi, da znotrajcelična regija vsebuje več mest za 
fosforilacijo, ki lahko preprečijo dimerizacijo in tako aktivirajo TACE5, 25. Različni načini 
regulacije aktivnosti TACE so zbrani na sliki 1.5.  
  





Slika 1.5: Regulacija aktivnosti TACE. TACE se na plazmalemi običajno nahaja v neaktivni obliki in se mora 
pred cepitvijo aktivirati. Inaktiviran je bodisi zaradi interakcije z integrini (a), inhibicije s prodomeno (b), ali pa se 
nahaja v dimerni obliki, ki stabilizira vezavo naravnega inhibitorja TIMP3 (c). Ireverzibilno se lahko inaktivira 
tudi s protein disulfid izomerazo (PDI), ki izvrši preklop domene MPD iz odprte v zaprto konformacijo. Povzeto 
po ref. 5.  
 
Poleg zgoraj omenjenih načinov regulacije poznamo še mnogo drugih načinov, ki med drugim 
vključujejo s klatrini posredovano endocitozo TACE26 in interakcijo s pred kratkim odkritimi 
proteini iRhom25. Regulacija aktivnosti TACE je kompleksna ravno zaradi njegove centralne 
vloge v celičnem signaliziranju.  
  




1.1.2 Vloga TACE v celičnem signaliziranju 
Substrati TACE vključujejo citokine, rastne faktorje, receptorje in adhezijske molekule. Poleg 
tega, da TACE s tem nadzoruje količino dostopnega substrata na plazmalemi in tako ureja 
celični odziv na zunajcelične dražljaje, imajo lahko tudi odcepljene zunajcelične domene 
(ektodomene) različne funkcije, ki omogočajo medcelično signaliziranje (zbrano v ref. 1). 
 
Mnogi citokini in rastni faktorji (npr. TNFα4 in večina ligandov receptorja za EGFR27) se 
sintetizirajo kot transmembranski proteini in se šele po cepitvi s TACE sprostijo v zunajcelični 
prostor (slika 1.6-A).  
 
Med substrate proteaze TACE spadajo tudi nekateri receptorji (npr. IL-6R, TNFR1 in TNFR2). 
Po cepitvi s TACE so številne topne ektodomene receptorjev še vedno sposobne vezave 
ligandov, zato lahko zanje tekmujejo in tako delujejo antagonistično (slika 1.6-B). Vežejo lahko 
tudi transmembranske oblike ligandov in tako v celicah, ki jih izražajo sprožijo t. i. reverzno 
signaliziranje (slika 1.6-C). Oba opisana načina delovanja so opazili pri receptorjih tumor 
nekrotizirajočega faktorja α (TNFR)28.  
 
Receptor za interlevkin 6 (IL-6R) pa po cepitvi s TACE pridobi čisto novo funkcijo. Topna 
oblika IL-6R lahko po vezavi interlevkina 6, aktivira v vseh tkivih prisoten citokinski receptor 
gp130. Medtem ko klasično IL-6 signaliziranje deluje protivnetno in regenerativno, ta oblika 
trans-signaliziranja pomembno deluje na provnetne procese in ji pripisujemo glavni prispevek 
za provnetne lastnosti IL-629 (slika 1.6-D). 
 
 
Slika 1.6:Funkcije ektodomen, odcepljenih s proteazo TACE. A – Topne ektodomene lahko delujejo kot 
citokini oz. rastni faktorji. B – Topne ektodomene receptorjev lahko še vedno vežejo substrat in delujejo 
antagonistično. C – Topne ektodomene receptorjev lahko vežejo transmembransko obliko liganda in sprožijo 
reverzno signaliziranje. D – Topne ektodomene receptorjev lahko vežejo ligand in pridobijo novo funkcijo.  
sTNFR in sIL-6R sta topni ektodomeni receptorjev TNFR in IL-6R. 





Poleg odcepljenih zunajceličnih ektodomen so tudi transmembranski preostanki cepljenih 
substratov pomembni v signaliziranju. Nekateri transmembranski proteini se po cepitvi s TACE 
namreč nadaljnje procesirajo v procesu regulirane intramembranske proteolize (RIP).  
1.1.2.1 Regulirana intramembranska proteoliza  
RIP je dvostopenjski proteolitični proces, ki se začne z odcepom ektodomene 
transmembranskega proteina tipa I ali II. To naredijo proteaze iz družine ADAM (cepijo na 
mestih α) ali družine BACE (ang. β-site APP-cleaving enzymes). Po odcepu ektodomene se 
fragment, ki ostane, cepi znotraj transmembranske regije z intramembranskimi cepitvenimi 
proteini (iCliPs), ki povzročijo sprostitev topnih peptidov in znotrajceličnih domen (IC) z 
membrane. Najpomembnejši predstavnik iCliP proteaz je γ-sekretazni kompleks, ki vključuje 
proteazo presenilin-2 (slika 1.7). 
 
Po cepitvi z γ-sekretazo imajo odcepljene znotrajcelične domene lahko različne funkcije. 
Fragment se lahko premesti v jedro, kjer je udeležen pri regulaciji transkripcije tarčnih genov 
(npr. cepitev Notch, EpCAM in ErbB4), lahko ima IC pomembno funkcijo v citosolu (npr. 
cepitev N-kadherina) ali pa je cepitev pomembna za tarčno razgradnjo odsluženih protelitičnih 
fragmentov, kar prepreči kopičenje le-teh na plazmalemi (npr. cepitev IL-6R) (zbrano v ref. 3). 
 
 
Slika 1.7: Shematski prikaz regulirane intramembranske proteolize. Po cepitvi substrata s proteazo iz družine 
BACE ali TACE v prvem koraku se preostali fragment cepi z γ-sekretaznim kompleksom. Pri tem nastane 
znotrajcelična domena, ki lahko sodeluje v celični signalizaciji, pri transkripciji genov ali pa uravnava razgradnjo 
proteinov. Povzeto po ref. 3. 
 
Do danes je bilo identificiranih že več kot 100 različnih proteinov, ki so podvrženi RIP in 
vključujejo različne rastne faktorje, citokine, proteine celične adhezije, citokinske receptorje, 
virusne proteine in signalne peptide. Eden izmed substratov RIP je tudi epitelijska celična 
adhezijska molekula (EpCAM). 





EpCAM je transmembranski glikoprotein tipa I, ki je bil odkrit leta 1979 kot s tumorji povezan 
antigen na površini celic pri raku danke in debelega črevesja30, 31. V zdravih tkivih se izraža na 
bazolateralni strani večine epitelijskih celic32, prekomerno pa se izraža pri mnogih karcinomih, 
rakavih matičnih celicah in cirkulirajočih tumorskih celicah (CTC). Zato se uporablja kot 
diagnostični marker in je obetavna tarča za protirakave terapije33.  
 
1.2.1 Zgradba proteina EpCAM 
Podobno kot TACE je tudi EpCAM sestavljen iz večje zunajcelične domene (EpEX,  
ak 24-265), ki je preko transmembranske α-vijačnice (ak 266-288) povezana z znotrajcelično 
domeno (EpIC, ak 289-314). Zunajcelično domeno lahko še dodatno razdelimo na N-končno 
domeno (ND, ak 24-62), tiroglobulinsko domeno (TY, ak 63-138) in C-končno domeno (CD, 
ak 139-265) (slika 1.8-A). 
 
In vivo se EpCAM nahaja v cis-dimerni obliki, kar potrjuje tudi kristalna struktura zunajcelične 
domene proteina EpCAM. Najpomembnejšo dimerizacijsko površino med podenotama 
predstavljata tiroglobulinska zanka (TY-zanka) in β-ploskev v C-končni domeni (CD). Za 
interakcijo je ključna tvorba solnih mostičkov med R80, R81 in K83 v tiroglobulinski zanki ene 
podenote in E147, E187 in D194 v β-ploskvi CD druge podenote 34 (slika 1.8-B).  
 
S simulacijo molekulske dinamike je bilo pokazano, da je za dimerizacijo pomembna tudi 
interakcija med transmembranskima α-vijačnicama34.  
 
 
Slika 1.8: Zgradba proteina EpCAM. A – Prikaz domen proteina EpCAM. B – Prikaz dimerizacijske površine 
proteina EpCAM.(PDB: 4mzv).  
 




1.2.2 Vloge proteina EpCAM 
1.2.2.1 Adhezijska vloga 
Za EpCAM je bilo že zelo zgodaj predpostavljeno, da deluje kot od kalcijevih ionov neodvisna 
homofilna adhezijska molekula35 in je po tej lastnosti tudi dobil svoje ime. Pred kratkim pa je 
bilo pokazano, da ta predpostavka ne drži, zato je bilo predlagano tudi novo ime, ki ohranja isto 
kratico – epitelijska celična aktivacijska molekula36. 
 
Kljub temu, da verjetno ne deluje kot homofilna adhezijska molekula pa ima v adheziji vseeno 
pomembno vlogo. EpCAM namreč vpliva na tvorbo tesnih stikov preko interakcije s 
klavdinom-737, ugotovljeno pa je bilo tudi, da ima njegovo povečano izražanje negativni efekt 
na adhezijo preko E-kadherinov 38. 
 
Zanimivo je, da je interakcija s klavdinom-7 pomembna tudi za regulacijo signalizacijske vloge 
proteina EpCAM. Raziskave so namreč pokazale, da klavdin-7 omogoči premestitev proteina 
EpCAM v membranske rafte, kjer se nahajata tudi proteaza TACE in γ-sekretaza, ki ga cepita 
v procesu regulirane intramembranske proteolize39.  
1.2.2.2 Vloga EpCAM v signaliziranju 
Signalizacijska vloga proteina EpCAM je zelo kompleksna. Udeležen naj bi bil v več različnih 
signalnih poteh, ki regulirajo proliferacijo in diferenciacijo celic (zbrano v ref. 40). Najbolj 
raziskana je njegova vloga v signalni poti, ki se začne s procesom regulirane intramembranske 
proteolize (slika 1.9).  
 
Prvi korak RIP je cepitev EpCAM s proteazo TACE. Ob tem se sprosti topna ektodomena 
proteina EpCAM (EpEX). Sledi cepitev C-terminalne transmembranske regije z γ-sekretaznim 
kompleksom, ki lahko EpCAM cepi na γ- ali ε-mestih. Po cepitvi na mestih γ se sprosti fragment 
podoben fragmentu proteina amiloid-β (Aβ), ob cepitvi na mestih ε pa znotrajcelični fragment 
EpCAM (EpIC). Čeprav funkcija Aβ-podobnega fragmenta še ni poznana, pa je bilo pokazano, 
da je EpIC pomembna signalna molekula. Znotraj celice s transkripcijskimi faktorji in 
adaptorskimi molekulami, kot so FHL2, β-katenin in tanskripcijski faktor Lef-1, namreč tvori 
večji kompleks41, ki se v jedru veže na promotorje genov, udeleženih v regulacijo celične 
delitve (ciklin D1)42, pluripotentnosti43 in epitelijsko-mezenhimski prehod celic (tesni stiki, 
adhezija in migracija celic)44.  
 





Slika 1.9: Shematski prikaz signalne poti, ki se prične z RIP. Po cepitvi s TACE se odcepi ektodomena proteina 
EpCAM (EpEX). Sledi cepitev z γ-sekretaznim kompleksom, pri kateri nastaneta fragment podoben Aβ in 
znotrajcelični del proteina EpCAM (EpIC). Slednji s FHL2, β-kateninom in tanskripcijskim faktorjem Lef-1, tvori 
kompleks, ki se v jedru veže na promotorje genov udeleženih v celično proliferacijo. EpCAM je obarvan enako 
kot na sliki 1.8. Povzeto po ref. 36. 
 
Kljub mnogim dosedanjim raziskavam na tem področju, mehanizmi, ki sprožijo RIP še niso 
popolnoma pojasnjeni. Pokazano je sicer bilo, da je za cepitev proteina EpCAM pomemben 
medcelični kontakt, ugotovljeno pa je bilo tudi, da lahko topna ektodomena EpEX na celicah, 
ki ne tvorijo stikov, sproži RIP. Eden izmed korakov pri sprožitvi RIP bi tako lahko bila vezava 
EpEX na necepljen EpCAM45. Vendar do danes te hipoteze raziskovalcem še ni uspelo potrditi, 
saj neposredne interakcije EpEX in EpCAM niso uspeli dokazati36. Verjetno so pri sprožitvi 
signalne poti udeleženi tudi drugi faktorji, ki jih danes še ne poznamo.  
 
  




1.2.2.3 Cepitev EpCAM s TACE 
Zanimiv pa je tudi sam mehanizem cepitve proteina EpCAM s proteazo TACE. Z masno 
spektrometrijo so bila identificirana mesta cepitev, ki se izvršijo pri regulirani intramembranski 
proteolizi. Na proteinu EpCAM sta bili identificirani dve α-mesti, kjer cepi TACE. To sta 
Asp243/Pro244 in Pro244/Gly24546. Obe mesti se nahajata v žlebu, ki ga tvorita podenoti 
dimera. 
 
V dimernem stanju proteina EpCAM sta tako mesti cepitve sterično ovirani46. Dodatno 
cepitveno mesto ovirajo tudi glikanske verige34 (slika 1.10). 
 
 
Slika 1.10: Prikaz α-cepitvenih mest na zunajcelični domeni proteina EpCAM (EpEX). A – Prikaz cepitvenih 
mest α1 - Asp243/Pro244 in α2 - Pro244/Gly245 na modelu strukture monomernega EpEX. Barvna shema je enaka 
kot na sliki 1.8. B – Prikaz α-cepitvenih mest na dimernem modelu strukture EpEX. C – Prikaz cepitvenih mest, 
ki jih ovirajo glikanske verige (PDB:1mzv). 
 
Kako kljub nedostopnosti cepitvenih mest do cepitve pride, do danes še ni znano. Možno je, da 
je EpCAM pod določenimi pogoji začasno prisoten tudi v monomerni obliki, ali pa do 
spremembe konformacije pride zaradi vezave TACE ali drugih zunanjih faktorjev, ki jih še ne 
poznamo46. 
 
Boljše razumevanje začetnih korakov RIP bi pripomoglo k razumevanju vloge proteina 
EpCAM v proliferaciji in njegovo povezavo s karcinomi.  




2 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je bil analizirati cepitev proteina EpCAM z metaloproteazo TACE  
in vitro. Ker je cepitev s TACE prvi korak v signalni poti, ki sproži proliferacijsko funkcijo 
proteina EpCAM, bi analiza cepitve lahko omogočila boljše razumevanje tega procesa.  
 
V skladu s tem smo želeli izraziti, izolirati in očistiti različne konstrukte TACE v insektnih 
celicah Sf9 ter nato s pripravljenimi konstrukti analizirati cepitev različnih oblik zunajcelične 
domene proteina EpCAM (EpEX) in vitro.  
 
V magistrskem delu smo želeli preveriti veljavnost sledečih hipotez:  
 
1. Metaloproteaza TACE se uspešno in v zadostnih količinah za nadaljnje študije izraža v 
insektni celični liniji Sf9.  
 
2. Za cepitev proteina EpCAM s TACE drugi zunanji dejavniki niso potrebni. 
  
3. Za cepitev s TACE se mora EpCAM nahajati v monomerni obliki. Cepitev monomerne 
oblike proteina EpEX poteka bolj uspešno od dimerne obike EpEX, saj pri le-tej ne 
pride do steričnega oviranja cepitvenega mesta. 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami 
3.1.1.1 Izhodno nukleotidno zaporedje proteina TACE 
Pri eksperimentalnem delu je bil uporabljen nukleotidni zapis za divji tip človeškega proteina 
TACE. Nukleotidno zaporedje je bilo zapisano v plazmidu pRK5F (Addgene, #31713). Dolžina 
nukleotidnega zaporedja proteina TACE je 2472 bp, kar se prevede v 824 aminokislinskih 
ostankov (slika 3.1).  
 
Kodirajoče zaporedje celotnega proteina TACE:  
atgaggcagtctctcctattcctgaccagcgtggttcctttcgtgctggcgccgcgacct 
 M  R  Q  S  L  L  F  L  T  S  V  V  P  F  V  L  A  P  R  P  
ccggatgacccgggcttcggcccccaccagagactcgagaagcttgattctttgctctca 
 P  D  D  P  G  F  G  P  H  Q  R  L  E  K  L  D  S  L  L  S  
gactacgatattctctctttatctaatatccagcagcattcggtaagaaaaagagatcta 
 D  Y  D  I  L  S  L  S  N  I  Q  Q  H  S  V  R  K  R  D  L  
cagacttcaacacatgtagaaacactactaactttttcagctttgaaaaggcattttaaa 
 Q  T  S  T  H  V  E  T  L  L  T  F  S  A  L  K  R  H  F  K  
ttatacctgacatcaagtactgaacgtttttcacaaaatttcaaggtcgtggtggtggat  
 L  Y  L  T  S  S  T  E  R  F  S  Q  N  F  K  V  V  V  V  D  
ggtaaaaacgaaagcgagtacactgtaaaatggcaggacttcttcactggacacgtggtt 
 G  K  N  E  S  E  Y  T  V  K  W  Q  D  F  F  T  G  H  V  V  
ggtgagcctgactctagggttctagcccacataagagatgatgatgttataatcagaatc 
 G  E  P  D  S  R  V  L  A  H  I  R  D  D  D  V  I  I  R  I  
aacacagatggggccgaatataacatagagccactttggagatttgttaatgataccaaa 
 N  T  D  G  A  E  Y  N  I  E  P  L  W  R  F  V  N  D  T  K  
gacaaaagaatgttagtttataaatctgaagatatcaagaatgtttcacgtttgcagtct 
 D  K  R  M  L  V  Y  K  S  E  D  I  K  N  V  S  R  L  Q  S  
ccaaaagtgtgtggttatttaaaagtggataatgaagagttgctcccaaaagggttagta  
 P  K  V  C  G  Y  L  K  V  D  N  E  E  L  L  P  K  G  L  V  
gacagagaaccacctgaagagcttgttcatcgagtgaaaagaagagctgacccagatccc 
 D  R  E  P  P  E  E  L  V  H  R  V  K  R  R  A  D  P  D  P  
atgaagaacacgtgtaaattattggtggtagcagatcatcgcttctacagatacatgggc 
 M  K  N  T  C  K  L  L  V  V  A  D  H  R  F  Y  R  Y  M  G  
agaggggaagagagtacaactacaaattacttaatagagctaattgacagagttgatgac 
 R  G  E  E  S  T  T  T  N  Y  L  I  E  L  I  D  R  V  D  D  
atctatcggaacacttcatgggataatgcaggttttaaaggctatggaatacagatagag 
 I  Y  R  N  T  S  W  D  N  A  G  F  K  G  Y  G  I  Q  I  E  
cagattcgcattctcaagtctccacaagaggtaaaacctggtgaaaagcactacaacatg  
 Q  I  R  I  L  K  S  P  Q  E  V  K  P  G  E  K  H  Y  N  M  
gcaaaaagttacccaaatgaagaaaaggatgcttgggatgtgaagatgttgctagagcaa 
 A  K  S  Y  P  N  E  E  K  D  A  W  D  V  K  M  L  L  E  Q  
tttagctttgatatagctgaggaagcatctaaagtttgcttggcacaccttttcacatac 
 F  S  F  D  I  A  E  E  A  S  K  V  C  L  A  H  L  F  T  Y  
caagattttgatatgggaactcttggattagcttatgttggctctcccagagcaaacagc 
 Q  D  F  D  M  G  T  L  G  L  A  Y  V  G  S  P  R  A  N  S  
catggaggtgtttgtccaaaggcttattatagcccagttgggaagaaaaatatctatttg 
 H  G  G  V  C  P  K  A  Y  Y  S  P  V  G  K  K  N  I  Y  L  
aatagtggtttgacgagcacaaagaattatggtaaaaccatccttacaaaggaagctgac  
 N  S  G  L  T  S  T  K  N  Y  G  K  T  I  L  T  K  E  A  D  
ctggttacaactcatgaattgggacataattttggagcagaacatgatccggatggtcta 











 A  E  C  A  P  N  E  D  Q  G  G  K  Y  V  M  Y  P  I  A  V  
agtggcgatcacgagaacaataagatgttttcaaactgcagtaaacaatcaatctataag 
 S  G  D  H  E  N  N  K  M  F  S  N  C  S  K  Q  S  I  Y  K  
accattgaaagtaaggcccaggagtgttttcaagaacgcagcaataaagtttgtgggaac 
 T  I  E  S  K  A  Q  E  C  F  Q  E  R  S  N  K  V  C  G  N  
Tcgagggtggatgaaggagaagagtgtgatcctggcatcatgtatctgaacaacgacacc  
 S  R  V  D  E  G  E  E  C  D  P  G  I  M  Y  L  N  N  D  T  
tgctgcaacagcgactgcacgttgaaggaaggtgtccagtgcagtgacaggaacagtcct 
 C  C  N  S  D  C  T  L  K  E  G  V  Q  C  S  D  R  N  S  P  
tgctgtaaaaactgtcagtttgagactgcccagaagaagtgccaggaggcgattaatgct 
 C  C  K  N  C  Q  F  E  T  A  Q  K  K  C  Q  E  A  I  N  A  
acttgcaaaggcgtgtcctactgcacaggtaatagcagtgagtgcccgcctccaggaaat 
 T  C  K  G  V  S  Y  C  T  G  N  S  S  E  C  P  P  P  G  N  
gctgaagatgacactgtttgcttggatcttggcaagtgtaaggatgggaaatgcatccct 
 A  E  D  D  T  V  C  L  D  L  G  K  C  K  D  G  K  C  I  P  
Ttctgcgagagggaacagcagctggagtcctgtgcatgtaatgaaactgacaactcctgc 
 F  C  E  R  E  Q  Q  L  E  S  C  A  C  N  E  T  D  N  S  C  
aaggtgtgctgcagggacctttctggccgctgtgtgccctatgtcgatgctgaacaaaag 
 K  V  C  C  R  D  L  S  G  R  C  V  P  Y  V  D  A  E  Q  K  
aacttatttttgaggaaaggaaagccctgtacagtaggattttgtgacatgaatggcaaa 
 N  L  F  L  R  K  G  K  P  C  T  V  G  F  C  D  M  N  G  K  
tgtgagaaacgagtacaggatgtaattgaacgattttgggatttcattgaccagctgagc 
 C  E  K  R  V  Q  D  V  I  E  R  F  W  D  F  I  D  Q  L  S  
atcaatacttttggaaagtttttagcagacaacatcgttgggtctgtcctggttttctcc 
 I  N  T  F  G  K  F  L  A  D  N  I  V  G  S  V  L  V  F  S  
ttgatattttggattcctttcagcattcttgtccattgtgtggataagaaattggataaa 
 L  I  F  W  I  P  F  S  I  L  V  H  C  V  D  K  K  L  D  K  
cagtatgaatctctgtctctgtttcaccccagtaacgtcgaaatgctgagcagcatggat 
 Q  Y  E  S  L  S  L  F  H  P  S  N  V  E  M  L  S  S  M  D  
tctgcatcggttcgcattatcaaaccctttcctgcgccccagactccaggccgcctgcag 
 S  A  S  V  R  I  I  K  P  F  P  A  P  Q  T  P  G  R  L  Q  
cctgcccctgtgatcccttcggcgccagcagctccaaaactggaccaccagagaatggac 
 P  A  P  V  I  P  S  A  P  A  A  P  K  L  D  H  Q  R  M  D  
accatccaggaagaccccagcacagactcacatatggacgaggatgggtttgagaaggac 
 T  I  Q  E  D  P  S  T  D  S  H  M  D  E  D  G  F  E  K  D  
Cccttcccaaatagcagcacagctgccaagtcatttgaggatctcacggaccatccggtc 
 P  F  P  N  S  S  T  A  A  K  S  F  E  D  L  T  D  H  P  V  
accagaagtgaaaaggctgcctcctttaaactgcagcgtcagaatcgtgttgacagcaaa 
 T  R  S  E  K  A  A  S  F  K  L  Q  R  Q  N  R  V  D  S  K  
gaaacagagtgctaa 
 E  T  E  C  -   
 
Slika 3.1: Kodirajoče zaporedje divjega tipa človeškega proteina TACE. Ohranjeno zaporedje v aktivnem 


















3.1.1.2 Plazmidni vektorji  
a) pRF5K-TACE 
Pri delu smo izhajali iz celotnega zapisa za TACE, ki je bil vstavljen v plazmid pRK5F (Addgene, 




Slika 3.2: Plazmidna karta vektorja pRK5F z vstavljenim zapisom za TACE. Značilnosti vektorja:  
f1 ori – mesto začetka replikacije iz bakteriofaga f1 za sintezo enoverižne DNA, AmpR – gen za rezistenco na 
ampicilin, ori – mesto začetka replikacije v bakterijskih celicah, CMV – citomegalovirusni promotor, SV40-poliA 
signal – poliadenilacijski signal virusa SV40, TACE – zapis za divji tip človeškega proteina TACE. 
 
b) pFastBacDual-Furin 
Za tarčni vektor smo uporabili plazmid pFastBacDual (Thermo Fisher Scientific, 10712024), 
ki omogoča simultano izražanje dveh proteinov v insektnih celicah z uporabo bakulovirusnega 
sistema. S tem plazmidom najprej transformiramo sev E. coli (DH10Bac™), ki vsebuje 
bakulovirusni prenosljivi vektor (bakmid) in pomožni plazmid, ki omogočata transpozicijo 
željenega zapisa iz plazmida pFastBacDual v bakmid preko mest Tn7. Bakmid lahko nato s 
transfekcijo vnesemo v insektne celice47.  
 
Plazmid, ki smo ga uporabili, je že vseboval zapis za proprotein konvertazo furin (pripravil 
asist. Aljaž Gaber, Katedra za biokemijo, FKKT, Univerza v Ljubljani). Ta omogoča bolj 
učinkovito proteolitično procesiranje prooblike TACE v zrelo obliko proteina v insektnih 
celicah48,13 (slika 3.3). 
 





Slika 3.3: Plazmidna karta vektorja pFastBacDual-Furin. Značilnosti vektorja: f1 ori – mesto začetka 
replikacije iz bakteriofaga f1 za sintezo enoverižne DNA, AmpR – gen za rezistenco na ampicilin, ori – mesto 
začetka replikacije v bakterijskih celicah, Tn7R in Tn7L – prepoznavni mesti za transpozazo, GmR – gen za 
rezistenco na gentamicin, HSV-TK poliA signal – poliadenilacijski signal timidin kinaze iz virusa Herpes 
simpleks, Furin – zapis za proprotein konvertazo furin, p10 promotor – promotor proteina p10, ki se izraža v 
poznih fazah okužbe z bakulovirusom, PH promotor – polihedrinski promotor, MCS – multiplo klonirno mesto, 
SV40-poliA signal – poliadenilacijski signal virusa SV40. 
 
3.1.1.3 Začetni oligonukleotidi 
Začetne oligonukleotide smo uporabili pri pripravi konstruktov proteina TACE (tabela 3.1). 
 
Ker nam željenih konstruktov TACE ni uspelo pomnožiti na klasičen način, smo zaporedje 
pomnožili v dveh delih, ki smo jih ločeno vstavili v vektor, tako da smo v zaporedje TACE s 
tiho mutacijo (ATA→ATT) uvedli restrikcijsko mesto za EcoRI (3.2.1.2 Načrt izvedbe PCR za 
pripravo vključkov). Oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za pomnoževanje C-končnega dela 
imajo pred imenom oznako Ct, oligonukleotidi za N-končni fragment pa imajo pred imenom 
oznako Nt.  
 
  




Tabela 3.1: Seznam začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za pripravo konstruktov proteina 
TACE. Smerni začetni oligonukleotidi so označeni s črko F (ang. forward), protismerni pa s črko R (ang. reverse). 
Nukleotidi, ki se prilegajo matrični DNA so obarvani s črno. Nukleotidno zaporedje, ki se prilega zaporedju na 
vektorju in omogoča homologno rekombinacijo z metodo SLICE je obarvano z zeleno. Heksahistidinska oznaka 
je obarvana vijolično. Stop kodon je obarvan rdeče. Zaporedje za signalni peptid čebeljega melitina je obarvano 
rumeno. Mutacije potencialnih glikozilacijskih mest v alanin so obarvane modro. Oligonukleotidi, ki smo jih 
uporabili za pomnoževanje C-končnega dela imajo pred imenom oznako Ct, oligonukleotidi za pomnoževanje  
N-končnega fragmenta pa imajo pred imenom oznako Nt. Uvedeno restrikcijsko mesto za EcoRI je odebeljeno.  
Ime začetnega oligonukleotida Zaporedje začetnega oligonukleotida 
Konstrukta divjega tipa TACE (wt-TACE-FL in wt-TACE-EX) 
LIC-TACE-F 5'-CGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCATGAGGCAGTCTCTCCTATTC-3' 
FL-TACE-His-stop-R  5'-CGGCCCTAATGATGATGATGATGATGGCACTCTGTTTCTTTGCTGT -3' 
EX-TACE-His-stop-R  5'-CGGCCCTAATGATGATGATGATGATGGTTGTCTGCTAAAAACTTTCCAA -3' 
Ct-TACE-EcoRI-F 5'-GATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAATTCAGATAGAGCAGATTCGCATTC-3' 





Konstrukta TACE s signalnim peptidom čebeljega melitina (mel-TACE-FL in mel-TACE-EX) 
mel-TACE-F 5'- CATTTCTTACATCTATGCGCCGCGACCTCCGGAT -3' 
FL-TACE-His-stop-R  5'-CGGCCCTAATGATGATGATGATGATGGCACTCTGTTTCTTTGCTGT -3' 
EX-TACE-His-stop-R  5'-CGGCCCTAATGATGATGATGATGATGGTTGTCTGCTAAAAACTTTCCAA -3' 
Ct-TACE-EcoRI-F 5'-GATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAATTCAGATAGAGCAGATTCGCATTC-3' 

























FL-TACE-His-stop-R  5'-CGGCCCTAATGATGATGATGATGATGGCACTCTGTTTCTTTGCTGT -3' 
EX-TACE-His-stop-R  5'-CGGCCCTAATGATGATGATGATGATGGTTGTCTGCTAAAAACTTTCCAA -3' 
TACE-N452-adapt-R 5- GGGCCTTACTTTCAATGGTCTTATAGATTGATTGTTTACTGCAGGCTG -3 
Ct-TACE-EcoRI-F 5'-GATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAATTCAGATAGAGCAGATTCGCATTC-3' 










V procesu molekulskega kloniranja smo uporabljali tudi začetne oligonukleotide za preverjanje 
uspešnosti homologne rekombinacije, transformacije in transpozicije, ter za določanje 
nukleotidnega zaporedja vključkov (tabela 3.2). 
 
Tabela 3.2: Seznam začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za preverjanje uspešnosti homologne 
rekombinacije, transformacije in transpozicije, ter za določanje nukleotidnega zaporedja vključkov. Smerni 
začetni oligonukleotidi so označeni s črko F (ang. forward) , protismerni pa s črko R (ang. reverse). 
Ime začetnega oligonukleotida Zaporedje začetnega oligonukleotida 




Preverjanje uspešnosti transpozicije 
ADAM17-seq-dis-F 5'-CAGGAAATGCTGAAGATG-3' 
M13-R 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 




ADAM17-seq-cat-new-F 5'- GAGTTGATGACATCTATCG -3' 
 
3.1.1.4 Materiali pri verižni reakciji s polimerazo (PCR) 
Pri delu smo za pomnoževanje vključkov uporabljali polimerazo Phusion (2 U/μl), 5× pufer 
Phusion GC (Thermo Scientific, ZDA), 10 mM mešanico dNTP (Fermentas, Latvija), ter 
ustrezne matrice in začetne oligonukleotide. Za PCR na osnovi kolonije smo uporabljali 
mešanico reagentov GoTaq® Green Master Mix (Promega, ZDA) in ustrezne začetne 
oligonukleotide.  
 
Reakcijo smo izvajali z aparaturama za PCR: Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied 
Biosystems, ZDA) in GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems, ZDA). 
 
3.1.1.5 Materiali pri agarozni gelski elektroforezi (AGE) 
Pri delu z AGE smo uporabljali agarozo SeaKem – LE (Lonza, Švica), pufer TAE (40 mM Tris, 
pH 8,0, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA), etidijev bromid (Sigma Aldrich, ZDA), 6× 
nanašalni pufer (0,25 % bromfenolmodro, 0,25 % ksilencianol, 15 % fikol tip 4000, 120 mM 
EDTA) in velikostni lestvici GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, ZDA) ter 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, ZDA).  
 
Agarozno gelsko elektroforezo smo izvajali v elektroforeznih kadičkah različnih velikosti iz 
linije produktov Owl Separation. 




3.1.1.6  Materiali pri metodi SLiCE  
Kloniranje z brezspojno ligacijo (SLiCE) smo izvajali s celičnim ekstraktom celic PPY42, 10× 
pufrom SLiCE (500 mM Tris-Cl, pH 7,5, 100 mM MgCl2, 10 mM ATP, 10 mM DTT), 
pripravljenimi vključki in rezanim vektorjem pFastBacDual-Furin49. Linearizacijo vektorjev 
smo izvajali z restriktazama NotI in EcoRI v pufru O (Thermo Scientific, ZDA). 
 
3.1.1.7 Materiali pri izolaciji DNA 
Izolacijo plazmidne DNA iz prekonočnih kultur bakterijskih celic smo izvajali s kompletom 
reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, ZDA). Po analizi z AGE smo 
DNA iz agaroznega gela izolirali s kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega 
Bio-tek, ZDA).  
 
Pri izolaciji bakmidne DNA smo uporabljali pufer za resuspenzijo celic (15 mM Tris-HCl,  
pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 g/ml RNase A), lizirni pufer (0,2 M NaOH, 1 % SDS) in pufer za 
nevtralizacijo (3 M kalijev acetat, pH 5,5) iz kompleta reagentov za izolacijo plazmidne DNA 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, ZDA).  
 
3.1.2 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami 
3.1.2.1 Bakterijske celične linije 
E. coli DH5α  
Za pripravo in pomnoževanje plazmidov smo uporabili kompetentne celice E. coli seva DH5α. 
Ta sev omogoča enostavno transformacijo celic z visoko učinkovitostjo. Sev namreč vsebuje 
več mutacij, ki preprečujejo razgradnjo in mutacije vnesene tuje DNA. Tuja DNA je v teh 
celicah zato bolj stabilna50. 
Genotip: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 
λ- thi-1 gyrA96 relA1. 
E. coli DH10MultiBac 
Za pripravo rekombinantnega bakmida smo uporabili celice E. coli DH10MultiBac, ki 
omogočajo prenos vključkov iz plazmida pFastBacDual v bakmid s transpozicijo. Ta sev E. coli 
namreč vsebuje bakulovirusni prenosljivi vektor (bakmid) in pomožni plazmid pMON7124, ki 
vsebuje zapise potrebne za transpozicijo47. Bakmid MultiBac vsebuje tudi zapis za rumeni 
fluorescenčni protein (EYFP), ki nam omogoča analizo uspešnosti transfekcije insektnih celic. 
 




3.1.2.2 Gojišča za bakterijske celice 
Bakterijske celice smo gojili na različnih trdnih in tekočih gojiščih, pripravljenih na osnovi 
gojišča Luria-Bertani (LB). Za pripravo selekcijskega gojišča smo gojišču LB dodali antibiotik 
v ustrezni koncentraciji. Sestava uporabljenih gojišč in ustrezne koncentracije antibiotikov so 
navedene v tabeli 3.3. 
 
Tabela 3.3: Sestava uporabljenih gojišč za bakterijske celice. 
Gojišče Sestava gojišča 
tekoče gojišče LB 10 g kazeinskega hidrolizata, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, 1 L dH2O, pH 8  
trdno gojišče LB 10 g kazeinskega hidrolizata, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, 20 g agar, 1 L 
dH2O, pH 8 
LB A  trdno ali tekoče LB, 100 μg/ml amplicilin 
LB GTK  tekoče gojišče LB, 7 μg/ml gentamicin, 10 μg/ml tetraciklin, 50 μg/ml kanamicin 
LB GTK IPTG X-gal  trdno gojišče LB, 7 μg/ml gentamicin, 10 μg/ml tetraciklin, 50 μg/ml kanamicin, 
100 μg/ml X-gal, 40 μg/ml IPTG 
 
3.1.3 Materiali pri delu z insektnimi celicami 
Eksperimente smo izvajali z insektno celično linijo vešče Spodoptera frugiperda (Sf9) 
(Invitrogen, ZDA), ki je optimizirana za delo z bakulovirusnimi sistemi za izražanje proteinov. 
Celice smo gojili v brezserumskem gojišču Insect-Xpress (Lonza, Švica). Za transfekcijo smo 
uporabili transfekcijski reagent TurboFect (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
Pred lizo celic za analizo lokacije izražanja proteinskih konstruktov smo celice sprali s pufrom 
PBS (10 mM Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4, pH 7,5, 2,7 mM KCl, 135 mM NaCl).  
 
  




3.1.4 Materiali pri delu s proteini 
3.1.4.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) 
Za analizo proteinskih vzorcev smo uporabljali kombinacijo ločevalnega gela z 12,5 % 
zamreženostjo in koncentracijskega gela z 5 % zamreženostjo. Sestava obeh gelov je opisana v 
tabeli 3.4. 
 
Tabela 3.4: Sestava 12,5 % ločevalnega in 5 % koncentracijskega gela. 
Komponenta 12,5 % ločevalni gel 5 % koncentracijski gel 
dH2O 4,27 ml 3,08 ml 
4x ločevalni pufer  
(1,5 M Tris, pH = 8,8) 
2,5 ml / 
4x koncentracijski pufer  
(0,5 M Tris, pH = 6,8) 
/ 1,25 ml 
40 % akrilamid:bisakrilamid (37:1) 3,13 ml 0,625 ml 
10 % (w/v) NaDS 100 µl 50 µl 
TEMED 15 µl 7,5 µl 
10 % (w/v) APS 30 µl 15 µl 
skupaj 10 ml 5 ml 
 
Vzorcem smo pred nanosom na PAGE dodali 4× pufer za nanos na NaDS-PAGE z reducentom 
(200 mM Tris-HCl, pH 6,8, 8 % (w/v) NaDS, 0,04 % (w/v) bromfenol modro, 40 % (v/v) 
glicerol in 4 % (v/v) β-merkaptoetanol).  
 
Proteine iz medija insektnih celic smo najprej oborili s 100 % trikloroocetno kislino (TCA), ter 
spirali z acetonom. Odvečni aceton smo odparili z aparaturo MiVac Duo Concentrator 
(Genevac, Anglija). Vzorcem smo pred nanosom na PAGE dodali 1× pufer za nanos na  
NaDS-PAGE z reducentom (50 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 % (w/v) NaDS, 0,01 % (w/v) 
bromfenol modro, 10 % (v/v) glicerol in 1 % (v/v) β-merkaptoetanol).  
 
Elektroforezo smo izvajali s sistemom za enodimenzionalno elektroforezo (Bio Rad, ZDA), v 
pufru NaDS (25 mM Tris-HCl, pH 8,3, 192 mM glicin in 0,1-odstotni (w/v) NaDS). Pri delu 
smo uporabljali velikostni lestvici Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo 
Scientific, ZDA, #26610) in PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA, 
#26617).  
 
Po analizi z NaDS-PAGE smo proteine na gelu detektirali s hitrim barvanjem z barvilom 
Coomassie. Pri tem načinu barvanja smo uporabljali dve raztopini:  
- raztopino A (60 % (v/v) metanol, 10 % (v/v) ocetna kislina, 2,5 g/l barvila Coomassie) 
- raztopino B (5 % (v/v) etanol, 7 % (v/v) ocetna kislina). 
 




3.1.4.2 Prenos western in imunodetekcija 
Prenos western smo izvajali na sistemu za prenos western (BioRad, ZDA). Pri delu smo 
uporabljali polivinil difluoridno (PVDF) membrano (Roche, Švica), filtrirni papir in prenašalni 
pufer TOWBIN (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % (v/v) metanol). 
 
Pri imunodetekciji smo uporabljali pufer TBST (50 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,2 % 
Tween 20), mleko v prahu (Pomurske mlekarne, Slovenija), protitelesa (tabela 3.5) in komplet 
za pripravo kemiluminiscentnega substrata za hrenovo peroksidazo Pierce® ECL Western 
Blotting Substrate (Thermo Scientific, ZDA). Detekcijo smo izvajali s sistemom ChemiDoc 
Imager (BioRad, ZDA).  
 
Tabela 3.5: Seznam protiteles, uporabljenih pri prenosu western. 
Protitelo  Opis  Založna koncentracija  Proizvajalec  
anti-His6-peroxidase  
mišja protitelesa proti 
heksahistidinski oznaki, 
konjugirana s hrenovo 
peroksidazo (HRP) 
50 U/ml 
redčenje: 1:1 000  
Roche, Švica  
anti-TACE (B6)  
primarno monoklonsko 







proti mišja protitelesa 
konjugirana s HRP  
kozja protitelesa proti mišjim 
IgG/IgM, konjugirana s hrenovo 
proksidazo 
0,8 mg/ml,  




3.1.4.3 Materiali pri izolaciji in čiščenju proteinov iz medija insektnih celic 
3.1.4.3.1 Materiali pri uravnavanju pH medija 
pH medija smo uravnali z dodatkom v 2,5 M Tris-HCl, pH 7,5 do končne koncentracije 0,05 M. 
Proteaze smo inhibirali s fenil-metil-sulfonilfluoridom (PMSF) (Sigma Aldrich, ZDA). Založna 
koncentracija inhibitorja raztopljenega v izopropanolu je bila 0,1 M. 
3.1.4.3.2 Materiali pri dializi 
Pri delu smo uporabljali celulozno dializno membrano z izključitveno molsko maso 18 kDa 
(Sigma Aldrich, ZDA). Seznam pufrov, ki smo jih uporabljali pri dializi je zbran v tabeli 3.7. 
Pred nanosom na ionskoizmenjevalno kolono smo dializirane vzorce filtrirali s filtrom Minisart 
NML s celulozno acetatno membrano, premera por 0,45 μm (Sartorius, Nemčija). 
3.1.4.3.3 Materiali pri koncentriranju proteinov in izmenjavi pufra 
Proteinske vzorce smo koncentrirali z uporabo filtrov za centrifugiranje Amicon Ultra velikosti 
4 ml z izključitveno molsko maso 10 kDa (Milipore, ZDA). Izmenjavo pufra smo izvajali z 
uporabo filtrov za centrifugiranje Amicon Ultra velikosti 0,5 ml z izključitveno molsko maso 
10 kDa (Milipore, ZDA). 




3.1.4.3.4 Materiali pri kromatografijah 
Kromatografije smo izvajali na napravi za tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje 
proteinov ÄKTATM pure FPLC in ÄKTATM FPLC (Amersham Biosciences, ZDA). Kolone, ki 
smo jih uporabljali so zbrane v tabeli 3.6, sestava pufrov pa je navedena v tabeli 3.7.  
 
Tabela 3.6: Kolone, ki smo jih uporabljali pri kromatografijah. 
Kromatografija Oznaka Kolona Proizvajalec 
Nikljeva afinitetna kromatografija IMAC 
cOmplete His-Tag 
Purification Column (5 ml)  
Amersham 
Biosciences, ZDA 
Ionskoizmenjevalna kromatografija IEX HiTrap Q HP (5 ml) 
GE Healthcare Life 
Sciences, ZDA 
Kromatografija z ločevanjem po velikosti SEC 
SephadexTM Increase 200 
10/300 GL (20 ml) in 
HiLoad TM 16/600 
Superdex TM 200 (120 ml) 
GE Healthcare Life 
Sciences, ZDA 
 
Tabela 3.7: Sestava pufrov, ki smo jih uporabljali pri kromatografijah in pri dializi. 
Kromatografija Sestava 
Nikljeva afinitetna kromatografija 
vezavni pufer (IMAC B) 20 mM Na2HPO4, pH = 7,5, 500 mM NaCl                  
elucijski pufer (IMAC E) 20 mM Na2HPO4, pH = 7,5, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol 
dializni pufer 1 20 mM Hepes, pH=7,5 
dializni pufer 2 20 mM Hepes, pH=7,5, 50 mM NaCl 
dializni pufer 3 20 mM Hepes, pH=7,5, 100 mM NaCl 
dializni pufer 4 20 mM Hepes, pH=7,5, 150 mM NaCl 
Ionskoizmenjevalna kromatografija 
vezavni pufer (IEX B) 20 mM HEPES, pH = 7,5 
elucijski pufer (IEX E) 20 mM HEPES, pH = 7,5, 500 mM NaCl 
Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
pufer SEC 20 mM HEPES, pH = 7,5, 150 mM NaCl 
 
3.1.4.3.5 Materiali pri določanju CD-spektra  
CD-spekter smo izmerili na spektropolarimetru AVIV 62A DS (Aviv Associates, ZDA). Vzorci 
so bili pripravljeni v 10 mM fosfatnem pufru (7,5 mM Na2HPO4 in 2,5 mM  
NaH2PO4 × 2H2O). 
  




3.1.4.4 Testi cepitve s TACE 
Vse analize cepitev s TACE smo izvajali v pufru, ki je vseboval 120 mM Na3C6H5O7, pH 7,5, 
10 μM ZnCl2, 1× koktajl inhibitorjev proteaz. Za študij avtoproteolize TACE smo uporabljali 
inhibitor GW280264X (Aobious, AOB3632). Zložna koncentracija inhibitorja raztopljenega v 
DMSO je 10 mM. 
 
Za študij cepitve proteina EpCAM smo uporabili različne oblike rekombinantno pripravljene 
ektodomene proteina EpCAM (EpEX) (tabela 3.8). 
 
Tabela 3.8: Seznam uporabljenih oblik EpEX.  
Ime proteina Opis Pripravil 
ngEpEX neglikoziliran divji tip EpEX, dimer Uroš Prešern, FKKT, Univerza v Ljubljani 
ngEpEX-TY 
neglikoziliran monomerni mutant EpEX 
vsebuje mutacije K83D, P84D, L88D. 
Tomaž Žagar, FKKT, Univerza v Ljubljani 
EpEX-sfGFP 
divji tip EpEX s sfGFP na C-koncu, 
monomer 
Jošt Hočevar, FKKT, Univerza v Ljubljani 
 
3.1.5 Ostala laboratorijska oprema 
Ostala laboratorijska oprema, ki smo je pri delu uporabljali je navedena v tabeli 3.9.  
 
Tabela 3.9: Seznam laboratorijske opreme, ki smo jo uporabljali pri delu. 
Naprava Ime Proizvajalec 
centrifuga 
MiniSpin plus Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5810 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuge 5702 R Eppendorf, Nemčija 
Sorval RC6+ Thermo Scientific, ZDA 
inkubator Innova 4230 New Brunswick Scientific, ZDA 
stresalnik GyroTwister 3-D Shaker Labnet, ZDA 
termoblok Bio TDB-100 Biosan, Latvija 
sterilna komora odsesovalna komora M13 Iskra PIO, Slovenija 
laboratorijski vir napetosti 
Electrophoresis power supply Amersham Biosciences, ZDA 
Bio Rad model 500 Bio Rad, ZDA 
magnetno mešalo 
FB15045 Fisher Scientific 
Rotamix 550 M Tehtnica, Slovenija 
pH-meter Seveneasy Mettler Toledo, Švica/ZDA 
spektrofotometer Nanodrop 2000c  Thermo Scientific, ZDA 
aparatura za slikanje gelov Minibis® Pro DNR Bio-Imaging Systems, Izrael 
mikroskop 
Olympus CKX41 Olympus Europa Holding, 
Nemčija 
tehtnica 
XA 60/220/X RADWAG, Poljska 
WLC2/A2 RADWAG, Poljska 
 
  





3.2.1 Načrtovanje in priprava zapisov za proteinske konstrukte 
V okviru magistrskega dela smo pripravili šest različnih zapisov za proteinske konstrukte 
TACE (tabela 3.10). 
 
Tabela 3.10: Seznam pripravljenih proteinskih konstruktov TACE. 
Ime Opis 
wt-TACE-FL divji tip proteina TACE 
wt-TACE-EX ektodomena divjega tipa proteina TACE 
mel-TACE-FL  
celoten protein TACE s signalnim peptidom čebeljega melitina, ki omogoča povečano 
izločanje rekombinantnih proteinov iz insektnih celic51 
mel-TACE-EX 
ektodomena TACE s signalnim peptidom čebeljega melitina, ki omogoča povečano 
izločanje rekombinantnih proteinov iz insektnih celic51 
ng- TACE-FL celoten protein TACE z mutiranimi potencialnimi mesti glikozilacije  
ng-TACE-EX ektodomena TACE z mutiranimi potencialnimi mesti glikozilacije.  
 
Potencialna mesta glikozilacije smo identificirali glede na opis v podatkovni bazi Uniprot52 
(vnos: P78536) in podatke iz literature10,53. Identificirali smo sedem potencialnih 
glikozilacijskih mest: Asn264, Ser266, Asn452, Asn498, Asn539, Asn551 in Asn594, ki smo 
jih mutirali v alanin.  
 
Zapise za proteinske konstrukte smo pripravili z verižno reakcijo s polimerazo. 
 
3.2.1.1 Verižna reakcija s polimerazo  
Verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction, PCR) je metoda, ki omogoča 
pomnoževanje poljubnih segmentov DNA. Temelji na zaporedju treh temperaturno odvisnih 
reakcij: denaturacije dvoverižne DNA, prileganja začetnih oligonukleotidov na 
komplementarno zaporedje na matrični DNA in podaljševanje verige s termostabilno  
DNA-polimerazo. Ta postopek se ponovi v več ciklih (običajno 25 – 35), v vsakem ciklu pa se 
množina produkta podvoji54.  
 
Za pomnoževanje vključkov smo uporabili termostabilno polimerazo Phusion, ki omogoča 
hitro pomnoževanje tudi daljših segmentov DNA. Zaradi sposobnosti kontrolnega branja dela 
malo napak in je primerna za pomnoževanje zaporedij, kjer je pomembna natančnost. Reakcijo 
PCR smo izvajali pod pogoji, ki jih priporoča proizvajalec (tabela 3.11). Temperaturo 
prileganja smo na osnovi začetnih oligonukleotidov določili s programom Tm calculator 
proizvajalca Thermo Fisher Scientific.  
  




Tabela 3.11: Temperaturni program verižne reakcije s polimerazo Phusion. 
Korak Temperatura [°C] Čas  
začetna denaturacija 98 30 s  
denaturacija 95 10 s 
25 – 35 ciklov 
prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
50 – 72 30 s 
podaljševanje 72 30 s/kbp 
končno podaljševanje 72 5 min  
 
Reakcijske mešanice smo pripravili v skladu s tabelo 3.12. Vse reakcije 1. kroga smo izvajali v 
20 μl reakcijah, reakcije 2. oz. 3. kroga pa v 50 μl reakcijah. 
 
Tabela 3.12: Reakcijska mešanica za PCR s polimerazo Phusion.V reakcijsko mešanico smo dodali po 1 μl 
raztopine vsake od DNA matric. 
Komponenta Koncentracija Volumen [μl] Volumen [μl] 
miliQ  do 20 do 50 
5x pufer Phusion GC  4 10 
DNA matrica 50-250 ng/μl 1 μl vsake 1 μl vsake 
mešanica dNTP  2,5 mM 1,6 4 
smerni oligonukleotid 10 μM 1 2,5 
protismerni oligonukleotid 10 μM 1 2,5 
Phusion polimeraza 2U/μl 0,2 0,5 
skupaj  20 50 
 
3.2.1.2 Načrt izvedbe PCR za pripravo vključkov 
S PCR smo želeli pripraviti vključke, ki bi jih lahko z metodo SLiCE vstavili v vektor 
pFastBacDual-Furin. Vključkom smo morali na 5'- in 3'-konec dodati 20–30 nt dolgo zaporedje, 
ki se prilega zaporedju na plazmidu. Ker smo morali na C-konec dodati tudi heksahistidinsko 
oznako smo nameravali reakcijo izvajati v dveh krogih (slika 3.4).  
 
 
Slika 3.4: Prvotni načrt za pripravo zapisov v dveh krogih PCR. Zaporedje za TACE je obarvano turkizno. 
Zapis za homologno regijo na vektorju po rezanju z NotI je obarvan modro. Zapis za heksahistidinsko oznako in 
stop kodon sta obarvana vijolično. Zaporedje za proprotein konvertazo Furin je obarvano zeleno.  




V prvem krogu reakcij je produkt uspel, v drugem krogu pa smo naleteli na težavo, saj se 
pravilno zaporedje ni uspešno pomnožilo. Zato smo pripravili nov načrt v katerem smo zapise 
za proteinske konstrukte pripravili v dveh delih (slika 3.5). 
 
Najprej smo s PCR pripravili zapise za C-končne dele proteinskega konstrukta, ki smo ga z 
uporabo metode SLiCE vstavili v plazmid. Kolonije, v katerih je prišlo do homologne 
rekombinacije smo identificirali s PCR na osnovi kolonije (coPCR) in nukleotidno zaporedje 
preverili s sekvenciranjem. Plazmid z vključkom smo zatem linealizirali, s PCR pripravili še 
N-končni del zapisa in ga z metodo SLiCE vstavili v isti plazmid.  
 
 
Slika 3.5: Nov načrt za pripravo zapisov za proteinske konstrukte v dveh delih. Izhajali smo iz produkta 1. 
kroga prvotnega načrta. Zaporedje za TACE je obarvano turkizno. Zapis za homologno regijo na vektorju po 
rezanju z NotI je obarvan modro, po rezanju z EcoRI pa svetlo zeleno. Zapis za heksahistidinsko oznako in stop 
kodon sta obarvana vijolično. Zaporedje za proprotein konvertazo Furin je obarvano zeleno. Uvedeno restrikcijsko 
mesto za EcoRI je označeno s črnim križem ( ). 
 
Za izvedbo tega načrta smo morali v zaporedje TACE s pomočjo tihe mutacije (ATA→ATT) 
uvesti dodatno restrikcijsko mesto za restriktazo EcoRI, ki nam je omogočilo linearizacijo 
plazmida po 1. reakciji SLiCE. Tiho mutacijo smo identificirali z algoritmom 
Res_site_in_reverse_translation.py (pripravil Aljaž Gaber, FKKT, Univerza v Ljubljani). 
Preverili smo tudi rabo kodona v S. frugiperdi in ugotovili, da se kodon ATT pojavlja pogosteje 
kot ATA (frekvenca se poveča iz 0,16 na 0,3), zato predvidevamo, da mutacija nima 
negativnega efekta na izražanje proteina.  
 
Zaporedja za neglikozilirana mutanta TACE smo pripravili v več zaporednih krogih PCR, v 
katerih smo pomnožene fragmente združevali v večje enote (slika 3.6). Tudi tu celotnega 
zaporedja nismo uspeli pomnožiti v enem kosu, zato smo končna zaporedja pripravili na enak 
način kot zgoraj, in jih v vektor vstavili preko dveh reakcij SLiCE.  
 





Slika 3.6: Priprava zapisov za neglikozilirana mutanta TACE. Zapis za protein TACE je obarvan turkizno. 
Zapis za homologno regijo na vektorju po rezanju z NotI je obarvan modro, po rezanju z EcoRI pa svetlo zeleno. 
Zapis za heksahistidinsko oznako in stop kodon sta obarvana vijolično. Mutacije potencialnih glikozilacijskih mest 
v alanin so označene z rdečim križem ( ), uvedeno restrikcijsko mesto za EcoRI pa s črnim križem ( ). 
 
Načrti za pripravo konstruktov so zbrani v tabelah 3.13, 3.14 in 3.15. 
 
Tabela 3.13: Načrt za pripravo zapisa za celoten protein in zunajcelično regijo divjega tipa proteina TACE 
(wt-TACE-FL in wt-TACE-EX). Smerni začetni oligonukleotidi so označeni s črko F, protismerni pa s črko R. 
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Tabela 3.14: Načrt za pripravo zapisa za celoten protein in zunajcelično regijo divjega tipa proteina TACE 
s signalnim peptidom čebeljega melitina (mel-TACE-FL in mel-TACE-EX). Smerni začetni oligonukleotidi 




Tabela 3.15: Načrt za pripravo zapisa za celoten protein in zunajcelično regijo neglikozilirane oblike 
proteina TACE (ng-TACE-FL in ng-TACE-EX). Smerni začetni oligonukleotidi so označeni s črko F, 
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10 ciklov: 67,9  
25 ciklov: 61,3 
723 
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3.2.1.3 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je metoda, pri kateri lahko molekule DNA ločimo po 
velikosti, na osnovi njihove mobilnosti v električnem polju v agaroznem gelu. Z AGE smo 
analizirali rezultate reakcij PCR in restrikcij.  
 
Pri delu smo za analizo produktov PCR uporabljali 1,5 % (w/v) agarozne gele, za ločevanje 
plazmidov po restrikcijah pa 0,8 % (w/v) gele. Ustrezno količino agaroze smo s segrevanjem v 
mikrovalovni pečici raztopili v pufru TAE. Tekočo raztopino agaroze smo nekoliko ohladili, 
nato pa dodali etidijev bromid (4 μl na 100 ml), ki omogoča vizualizacijo DNA molekul v 
agaroznem gelu. Raztopino smo vlili v kadičke in dodali glavničke, da so se oblikovali žepki.  
 
Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali 6× nanašalni pufer z barviloma bromfenolmodro in 
ksilencianol, ki omogočata sledenje vzorcem v gelu. Ločevanje vzorcev je potekalo pri 
enosmerni napetosti 90–120 V (odvisno od velikosti gela), dokler ni spodnje barvilo doseglo 
2/3 dolžine gela. Rezultate AGE smo analizirali z uporabo naprave Minibis® Pro. 
 
3.2.1.4 Izolacija DNA iz gela 
Produkte PCR, ki so ustrezali pričakovani velikosti, smo po nanosu na AGE iz gela izolirali s 
kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, ZDA), po navodilih 
proizvajalca. Izolirane produkte smo uporabili kot matrico v naslednjem krogu PCR ali pa 
vstavili v tarčni vektor.  
 
3.2.1.5 Metoda SLiCE 
Pripravljene DNA vključke smo v vektor pFastBacDual-Furin vstavili z uporabo ekstrakta za 
kloniranje z brezspojno ligacijo – SliCE (ang. seamless ligation cloning extract). Z uporabo 
metode SLiCE se izognemo izvajanju restrikcijskih in ligacijskih reakcij, saj lahko s homologno 
rekombinacijo vključek v vektor vstavimo v eni sami in vitro reakciji. Za izvedbo metode 
potrebujemo le lineariziran plazmid, DNA vključek, ki ima na koncih kratka zaporedja  
(15-52 bp), homologna koncem lineariziranega plazmida, in celični ekstrakt bakterij PPY4255.  
 
Pred izvedbo metode SLiCE smo morali tarčni plazmid najprej namnožiti in izolirati, nato pa 
linearizirati z restrikcijskimi encimi.  
 
3.2.1.5.1 Izolacija plazmidne DNA iz bakterijskih celic 
Plazmidno DNA smo namnožili v 10 ml prekonočne kulture celic DH5α v selekcijskem gojišču 
LB A in jo izolirali s kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, 
ZDA) v skladu z navodili proizvajalca. Koncentracijo plazmidne DNA smo določili z 
merjenjem absorbance pri 260 nm z napravo Nanodrop. 




3.2.1.5.2 Linearizacija tarčnih plazmidov z restrikcijskimi encimi 
Plazmide smo linearizirali z uporabo restrikcijskih encimov NotI in EcoRI. Za prvo reakcijo 
SLiCE, ko smo v plazmid vstavili C-končne zapise proteinskih konstruktov, smo plazmid rezali 
z obema restrikcijskima encimoma, za drugo reakcijo SLiCE pa smo plazmide rezali le z 
restriktazo EcoRI. Restrikcije smo v obeh primerih izvajali v reakcijskem pufru O.  
 
Reakcijske mešanice smo čez noč inkubirali pri 37 °C, naslednji dan pa rezultate analizirali z 
AGE in lise pri ustreznih velikostih z izolirali iz gela (3.2.1.4 Izolacija DNA iz gela). Sestava 
reakcijskih mešanic je predstavljena v tabelah 3.16 in 3.17. 
 
Tabela 3.16: Sestava reakcijske mešanice za dvojno restrikcijo plazmida pFastBacDual. 
Komponenta pFastBacDual 
plazmid  45 μl 
NotI  1,5 μl 
EcoRI 1,5 μl 
10 × pufer O 5,6 μl  
skupni volumen  53,6 μl 
 
Tabela 3.17: Sestava reakcijskih mešanic za restrikcijo plazmidov pFastBacDual z vstavljenimi zapisi za  
C-končne dele proteinskih konstruktov TACE. pFBD – pFastBacDual, FL-Ck –-končni del TACE-FL,  
EX-Ck – zapis za C-končni del TACE-EX, ng-FL-Ck – zapis za neglikoziliran C-končni del TACE-FL,  
ng-EX-Ck – zapis za neglikoziliran C-končni del TACE-EX.  
Komponenta pFBD-FL-Ck pFBD-EX-Ck pFBD-ng-FL-Ck pFBD-ng-EX-Ck 
plazmid  35 μl 35 μl 35 μl 35 μl 
EcoRI 1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 1,5 μl 
10 × pufer O 4 μl  4 μl  4 μl  4 μl  
skupni volumen  40,5 μl 40,5 μl 40,5 μl 40,5 μl 
 
3.2.1.5.3 Izvedba metode SLiCE 
Reakcijo SLiCE smo izvajali v 10 μl reakcijah, ki smo jih pripravili v skladu z navodili iz 
literature55. Sestava reakcijske mešanice je prikazana v tabeli 3.18. Za vsak konstrukt smo 
pripravili dve reakciji SLiCE, eno pri razmerju plazmid:vključek 1:6 in eno pri razmerju 1:8. 
Reakcijske mešanice smo inkubirali 30 min pri 37 °C.  
 
Tabela 3.18: Sestava reakcijske mešanice za SLiCE. 
Komponenta  Količina  
lineariziran plazmid  10 ng  
vključek  6 × ali 8 × množina lineariziranega plazmida  
10 × reakcijski pufer SLiCE 1 μl  
ekstrakt SLiCE  1 μl  
dH2O  do 10 μl  
skupni volumen  10 μl  
 




Pri pripravi končnih zapisov smo morali v reakcijski mešanici združiti ustrezne linearizirane 
plazmide z vstavljenimi zapisi za C-konce z zapisi za N-končne dele zaporedja (tabela 3.19).  
 
Tabela 3.19: Priprava zapisov za proteinske konstrukte z združevanjem ustreznih lineariziranih plazmidov 
z vstavljenimi zapisi za C-konce in zapisi za N-konce konstruktov. pFBD – pFastBacDual, wt – divji tip,  
mel – signalni peptid čebeljega melitina, ng – neglikozilirana oblika, FL – celoten TACE, EX – zunajcelična 
domena TACE. 
Proteinski konstrukt Plazmid Vključek 
wt-TACE-FL pFBD-Furin-TACE-FL C-konec wt N-konec 
wt-TACE-EX pFBD-Furin-TACE-EX C-konec wt N-konec 
mel-TACE-FL pFBD-Furin-TACE-FL C-konec mel N-konec 
mel-TACE-EX pFBD-Furin-TACE-EX C-konec mel N-konec 
ng-TACE-FL pFBD-Furin-ng-TACE-FL C-konec ng N-konec 
ng-TACE-EX pFBD-Furin-ng-TACE-EX C-konec ng N-konec 
 
3.2.1.6 Transformacija bakterijskih celic 
Transformacijo smo izvajali po standardnem postopku za transformacijo celic E. coli s 
toplotnim šokom. 100 μl kompetentnih celic smo odtalili na ledu jih prenesli v 
mikrocentrifugirko z 10 μl reakcijske mešanice za SLiCE. Celice smo 20 min inkubirali na 
ledu, izvedli toplotni šok (40 s pri 42 °C v termobloku) in celice ponovno prenesli na led. Po 
nekaj minutah smo jim dodali 900 μl gojišča LB in celice 1 h stresali pri 37 °C. Po inkubaciji 
smo celice zbrali s centrifugiranjem (3 min, 3000 × g), jih ponovno resuspendirali v 100 μl 
gojišča LB ter vse celice razmazali na trdo LB gojišče z antibiotikom. Inkubirali smo jih čez 
noč pri 37 °C. 
 
3.2.1.7 Verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije 
Da bi preverili, katere izmed kolonij, ki so zrasle na plošči vsebujejo plazmid z željenim 
vključkom smo izvedli PCR na osnovi kolonije (coPCR). Pri tej metodi v reakcijsko mešanico 
za PCR namesto matrične DNA dodamo majhno količino bakterijske kolonije. Po začetni 
denaturaciji se plazmidna DNA iz bakterij sprosti in deluje kot matrica za pomnoževanje.  
 
Uporabljali smo mešanico reagentov GoTaq® Green Master Mix (Promega, ZDA), ki že 
vsebuje polimerazo Taq, proste nukleotide, pufer in barvilo, ki omogoča sledenje vzorcem pri 
analizi z AGE. V reakcijo smo morali dodati le ustrezne začetne oligonukleotide in dH2O. 
Temperaturni program polimeraze je naveden v tabeli 3.20, sestava reakcijske mešanice pa v 
tabeli 3.21.  
 
S coPCR smo analizirali bakterijske kolonije po transformaciji s plazmidom in po transpoziciji 
vključka v bakmid. Oligonukleotidi, ki smo jih izbrali so pomnožili tisti del vektorja, v katerega 
smo vstavljali naš vključek, zato smo iz dolžine produktov lahko sklepali na prisotnost pravega 
vključka. Temperaturo prileganja (Ta) smo na osnovi začetnih oligonukleotidov določili s 




programom Tm calculator proizvajalca Thermo Fisher Scientific. Uporabljeni začetni 
oligonukleotidi in temperature prileganja so zbrani v tabeli 3.22.  
 
Tabela 3.20: Temperaturni program za polimerazo GoTaq Green. Temperatura prileganja je označena s Ta. 
Korak  Temperatura [°C] Čas  
začetna denaturacija  98 3 min   
denaturacija 95 °C 30 s 
5 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov Ta – 5 °C + 1 °C za vsak cikel  30 s 
podaljševanje 72 °C  1 min/kbp 
denaturacija 95 °C 30 s 
25 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov Ta  30 s 
podaljševanje 72 °C  1 min/kbp  
končno podaljševanje 72 °C 7 min  
 
Tabela 3.21: Sestava reakcijske mešanice za coPCR. 
Komponenta Volumen [μl] 
GoTaq® Green master mix 5 
protismerni začetni oligonukleotid (10 μM) 1 





Tabela 3.22: Uporabljeni začetni oligonukleotidi in temperature prileganja za PCR na osnovi kolonije. 
Smerni začetni oligonukleotidi so označeni s črko F (ang. forward), protismerni pa s črko R (ang. reverse). 
Temperatura prileganja je označena s Ta. 
 
Po končani reakciji PCR smo dolžine DNA fragmentov analizirali z AGE in na podlagi 
rezultatov identificirali kolonije, ki vsebujejo konstrukt z želenim vključkom.  
 
3.2.1.8 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 
Iz kolonij, v katerih smo potrdili prisotnost našega vključka, smo s kompletom reagentov 
izolirali plazmidno DNA (3.2.1.4 Izolacija DNA iz gela). Nukleotidno zaporedje smo določili 
s sekvenciranjem po Sangerju pri podjetju GATC Biotech. Rezultate smo analizirali s 
programom EMBOSS Water. Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za preverjanje 










po 1. SLiCE pFastBac-F pFastBac-R 59 
po 2. SLiCE pFastBac-F ADAM17-seq-cat-R 54 
Analiza uspešnosti transpozicije ADAM17-seq-dis-F  M13-R 50 




3.2.2 Priprava bakulovirusov za izražanje v insektnih celicah 
Za izražanje proteinskih konstruktov TACE smo uporabili bakulovirusni sistem za izražanje 
rekombinantnih proteinov v insektnih celicah. Najprej smo morali pripraviti rekombinantni 
bakmid, preveriti, ali je transpozicija uspela in rekombinantni bakmid izolirati.  
 
3.2.2.1 Priprava rekombinantnih bakmidov 
Rekombinantne bakmide smo pripravili s transpozicijo želenega zapisa v bakmid. 
Transpozicijo smo izvajali v bakterijskih celicah E. coli DH10MultiBac, ki vsebujejo 
bakulovirusni prenosljivi vektor (bakmid) z mestom mini-attTn7 (MON14272) in pomožni 
plazmid pMON7124, ki vsebuje zapise potrebne za transpozicijo47. Do transpozicije pride med 
prepoznavnima mestoma Tn7L in Tn7R, ki se nahajata na plazmidu pFastBacDual in mestom 
mini-attTn7 na bakmidu.  
 
Plazmide z zapisi za proteinske konstrukte smo v celice DH10MultiBac vstavili s 
transformacijo. Ta je potekala po enakem postopku kot prej, le da smo odtaljenemu alikvotu 
celic DH10MultiBac dodali le 1 μl plazmida in smo stresanje pri 37 °C po toplotnem šoku 
izvajali preko noči. Naslednji dan smo po 100 μl transformiranih celic razmazali na trdo 
selekcijsko gojišče LB GTK X-gal IPTG. Za vsak konstrukt smo pripravili dve plošči in celice 
24–48 h inkubirali pri 37 °C.  
 
3.2.2.2 Analiza uspešnosti transpozicije 
Uspešnost transpozicije smo analizirali na dva načina. Najprej smo kolonije, v katerih je prišlo 
do transpozicije identificirali s selekcijo na osnovi α-komplementacije, nato pa pozitivne 
kolonije analizirali še z verižno reakcijo s polimerazo na osnovi kolonije.  
 
3.2.2.2.1 Selekcija na osnovi α-komplementacije 
Selekcija na osnovi α-komplementacije oziroma modro-beli test deluje na principu inaktivacije 
gena LacZα zaradi insercije želenega vključka v vektor. V našem primeru se tarčno mesto za 
transpozicijo v bakmid nahaja znotraj zapisa za LacZα-peptid, ki je ključen za tetramerizacijo 
in s tem tudi aktivnost encima β-galaktozidaza. Slednja ob prisotnosti induktorja IPTG 
kromogeni substrat X-Gal pretvori v modro obarvan produkt, ki kolonije obarva modro. Ta 
način selekcije lahko uporabimo le v sevih E. coli, kjer zapisu za β-galaktozidazo manjka zapis 
za α-peptid, ki ga nadomestimo z zapisom na vektorju. V primeru uspešne transpozicije zapis 
za LacZα prekinemo, zato so kolonije, ki vsebujejo vključek bele, vse ostale kolonije pa so 
obarvane modro. Kolonije, ki so bile obarvane belo smo precepili na novo ploščo in prisotnost 
vključka analizirali še s coPCR. 
 




3.2.2.2.2 Verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije 
Verižno reakcijo na osnovi kolonije smo izvedli na enak način kot je to opisano v poglavju 
(3.2.1.7 Verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije), le da smo za začetne oligonukleotide 
izbrali ADAM17-seq-dis-F in M13R (tabela 3.22). Prvi se prilega zaporedju na vključku, 
slednji pa specifičnemu zaporedju na bakmidu. Rezultate coPCR smo analizirali z AGE in iz 
kolonij v katerih je prišlo do transpozicije izolirali rekombinantni bakmid. 
 
3.2.2.3 Izolacija rekombinantnega bakmida  
Bakmidno DNA smo izolirali iz 3 ml prekonočne kulture izbranih kolonij v gojišču LB GTK. 
Celice smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko in jih posedli s centrifugiranjem (14 000 × g, 
1 min). Supernatant smo odstranili in celice resuspendirali v 0,3 ml pufra za resuspenzijo. 
Celicam smo nato dodali 0,3 ml lizirnega pufra, vzorec nežno premešali in ga 5 min inkubirali 
na sobni temperaturi. Nato smo počasi dodali 0,3 ml pufra za nevtralizacijo in vzorec 5–10 min 
inkubirali na ledu. Tvorila se je gosta bela oborina, ki smo jo posedli s centrifugiranjem  
(10 min, 14 000 × g). Sestava omenjenih pufrov je opisana v poglavju 3.1.1.7 Materiali pri 
izolaciji DNA.  
 
Supernatant smo prenesli v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko z 0,8 ml izopropanola, ki je 
povzročil, da se je bakmidna DNA oborila. Vzorec smo nežno premešali in inkubirali na ledu 
5–10 min. Oborjene bakmide smo posedli s centrifugiranjem (10 min, 14 000 × g), supernatant 
zavrgli, peletu pa dodali 0,5 ml 70 % (v/v) etanola. Vzorec smo dobro premešali z obračanjem 
in ga ponovno centrifugirali (5 min, 14 000 × g). Ta korak smo ponovili dvakrat.  
 
Po drugem centrifugiranju smo z delom nadaljevali v laminarju, saj je morala biti bakmidna 
DNA, ki smo jo dodajali insektnim celicam, sterilna. Odstranili smo supernatant, pelet posušili 
in dodali 50 μl sterilne dH2O. Rekombinantne bakmide smo do uporabe hranili pri 4 °C.  
  




3.2.3 Delo z insektnimi celicami 
Poskuse smo izvajali z insektnimi celicami Sf9. Gojili smo jih v steklenih erlanmajericah 
različnih velikosti v brezserumskem gojišču Insect-Xpress v inkubatorju s stresanjem  
(225 obratov/min) pri 27 °C. Redčili smo jih trikrat na teden in s tem koncentracijo celic 
vzdrževali med 0,8 × 106 in 7 × 106 celic/ml. S celicami smo rokovali v sterilni komori. Pred 
začetkom dela smo delovno površino razkužili s 70 % etanolom. Vse raztopine, ki smo jih 
dodajali celicam so bile sterilne.  
 
3.2.3.1 Transfekcija insektnih celic 
Transfekcijo insektnih celic z rekombinantnimi bakmidi smo izvedli z reagentom TurboFect 
(Thermo Scientific, ZDA). TurboFect je kationski polimer, ki z bakmidno DNA tvori 
komplekse in omogoči prehod DNA čez plazmalemo.  
 
Transfekcijo smo izvajali v skladu z navodili proizvajalca. V ploščo s 6 vdolbinicami smo 
nasadili po 2 ml celic s koncentracijo 0,3 × 106 celic/ml in počakali 20-30 min, da so se celice 
pritrdile na podlago. V tem času smo pripravili raztopine rekombinantnih bakmidov in reagenta. 
Raztopino bakmida smo pripravili tako, da smo v 100 μl gojišča dodali 10 μl bakmida, raztopino 
reagenta pa tako, da smo v 100 μl gojišča dodali 8 μl reagenta TurboFect. Raztopini smo nato 
združili, vzorec nežno premešali in ga inkubirali 15–20 min pri sobni temperaturi, da so se 
tvorili kompleksi reagenta z DNA. Po končani inkubaciji smo mešanico enakomerno nakapljali 
po celicah in jih vrnili v inkubator. Po 4 urah smo celicam zamenjali medij in jih inkubirali še 
nadaljnjih 7 dni.  
 
3.2.3.2 Analiza uspešnosti transfekcije in priprava večjih količin bakulovirusa 
Uspešnost transfekcije smo analizirali s fluorescentnim mikroskopom Leica TCS SP8 pri  
100 × povečavi. Rekombinantni bakmid namreč vsebuje tudi zapis za rumeni fluorescenčni 
protein (EYFP), ki po vzbujanju z laserjem z valovno dolžino 488 nm oddaja svetlobo v 
območju od 500 do 600 nm. Transfekcijo lahko tako enostavno spremljamo s fluorescenčnim 
mikroskopom. Po transfekciji se v insektnih celicah proizvaja rekombinantni bakulovirus, ki je 
sposoben okužiti nove insektne celice in se tako namnoževati. Kljub temu običajno količina 
virusa po transfekciji še ni zadostna, zato smo virus dodatno namnožili.  
 
3.2.3.2.1 Namnoževanje bakulovirusov 
Namnoževanje bakulovirusov je potekalo v dveh stopnjah. Prvo stopnja namnoževanja (V1) 
smo izvedli takoj po transfekciji. V 20 ml suspenzijo insektnih celic s koncentracijo 0,8 × 106 
celic/ml smo dodali 1 ml medija celic po transfekciji in jih 3 dni inkubirali v stresalniku  
(225 obr/min, 27 °C). Celice smo analizirali s flurescenčnim mikroskopom, da bi preverili ali 
se je virus namnožil, nato pa smo jih ostranili s centrifugiranjem (3 min, 3 000 × g), supernatant 




pa do uporabe shranili pri 4°C. Drugo stopnjo namnoževanja smo izvedli tik pred izražanjem 
proteinov. Tri dni pred začetkom izražanja smo 100 ml suspenziji celic s koncentracijo  
0,8 × 106 dodali 200 μl enkrat namnožene suspenzije bakulovirusov (V1). Okužene celice smo 
gojili 3 dni v termostatiranem stresalniku pri 27 °C in 225 obratih/min. Pred uporabo smo celice 
odstranili s centrifugiranjem (3 min, 3 000 × g), supernatant, ki je sedaj vseboval sveže 
pripravljeno, dvakrat namnoženo suspenzijo bakulovirusa (V2) pa uporabili za izražanje 
proteinov.  
 
3.2.3.3 Določanje titra virusa z metodo mejne redčitve 
Za nadaljnje analize smo želeli vedeti, kakšen je titer pripravljenega virusa po drugem 
namnoževanju. Titer virusa smo določili z metodo mejne redčitve (ang. end point dilution 
assay).  
3.2.3.3.1 Metoda mejne redčitve 
Metodo mejne redčitve običajno izvajamo plošči s 96 vdolbinicami. Pripravimo serijo redčitev 
suspenzije bakulovirusa (10-1–10-9) ter z vsako redčitvijo virusa okužimo 12 vdolbinic, ki jih 
po najmanj 3-7 dnevih razvrstimo glede na prisotnost oziroma odsotnost celic, ki so okužene z 
bakulovirusom. Okužene celice lahko prepoznamo z analizo s fluorescenčnim mikroskopom, 
ker se ob okužbi v celicah izraža na bakmidu zapisan EYFP. Rezultate nato statistično 
obdelamo, končni rezultat pa je TCID50, ki nam pove kolikšna je redčitev virusa, ki okuži 50 % 
celične kulture56. Titer virusa lahko ocenimo tako, da izračunano TCID50 pomnožimo s 
faktorjem 0,7, ki upošteva napako pri statistični analizi štetja celic57.  
 
Na ploščo s 96 vdolbinicami smo nasadili po 100 μl suspenzije celic s koncentracijo 0,5 × 105 
celic/ml. Nato smo v vsako vrstico (v vseh 12 vdolbinic) dodali po 10 μl suspenzije 
bakulovirusa z ustrezno redčitvijo (10-3–10-9). Dodali smo tudi kontrolno vrstico, kjer smo 
celicam dodali medij brez virusa. Celice smo inkubirali v vlažnem inkubatorju pri 27 °C. 
 
Rezultate smo analizirali po 7 dnevih. S fluorescenčnim mikroskopom smo vsako vdolbinico 
preverili za prisotnost oziroma odsotnost celic, ki svetijo po vzbujanju s svetlobo z valovno 
dolžino 488 nm. Upoštevali smo, da je vdolbinica pozitivna, če smo v njej našli vsaj 1 skupek 
celic, ki je svetil. Če so svetile le posamezne celice, takšne vdolbinice, nismo šteli za pozitivno.  
 
Rezultate smo analizirali v skladu s statistično metodo Reed in Muench58. Pri tej metodi najprej 
izračunamo skupno število pozitivnih in negativnih vdolbinic pri vsaki redčitvi, iz tega pa delež 
pozitivnih vdolbinic pri vsaki redčitvi (tabela 3.23).  
  
















delež pozitivnih vdolbinic 
10-3 12 0 53 0 100,0 
10-4 12 0 41 0 100,0 
10-5 12 0 29 0 100,0 
10-6 11 1 17 1 94,4 
10-7 5 7 6 8 42,9 
10-8 1 11 1 19 5,0 
10-9 0 12 0 31 0,0 
 
 Pri mejnih redčitvah, kjer je delež pozitivnih vdolbinic različen od 100 % (pozitivne so vse 
vdolbinice) ali 0 % (nobena vdolbinica ni pozitivna) izračunamo tako imenovano 'razliko 
logaritmov' z uporabo enačbe 1Enačba 1. 
 
Enačba 1: Primer izračuna razlike logaritmov.  
razlika logaritmov = 
=
(delež pozitivnih vdolbinic pri redčitvi, kjer je delež višji od 50 %) −  50 %
(delež pozitivnih vdolbinic , kjer je delež višji od 50 %) – (delež pozitivnih vdolbinic, kjer je delež nižji od 50 %)
  
  =
94,4 % −  50 %
94,4 % − 42,9 %
= 0,9 
 
S pomočjo tega podatka lahko izračunamo TCID50 po spodnji enačbi. 
 
Enačba 2: Primer izračuna TCID50. 
𝑙𝑜𝑔10(𝑇𝐶𝐼𝐷50) = 
=  𝑙𝑜𝑔10(redčitve, pri kateri je delež pozitivnih vdolbinic večji od 50 %) − (razlika logaritmov) 
=  −6 − 0,9 =  −6,9  
 
TCID50 torej znaša 10
-6,9 na 10 μl virusa. Če to preračunamo na ml dobimo, da je redčitev pri 
kateri virus okuži 50 % celic 10-8,9. Iz TCID50 lahko titer virusa ocenimo, tako da izračunano 
TCID50 pomnožimo s faktorjem 0,7
57. Končni titer virusa za ta primer znaša 5,5 × 108 pfu/ml. 
 
Izračunan titer virusa smo upoštevali pri optimizaciji izražanja proteina mel-TACE-EX. 
  




3.2.4 Analiza izražanja proteinov s prenosom western 
Da bi ugotovili ali in v kateri frakciji (topni ali netopni) se nahajajo pripravljeni proteinski 
konstrukti, smo vzorce okuženih celic analizirali s prenosom western in imunodetekcijo, saj 
proteina z analizo z NaDS-PAGE običajno ne zaznamo. Za analizo izražanja smo na ploščo s 6 
vdolbinicami nasadili po 2 ml celic s koncentracijo 0,4 × 106 celic/ml in vsaki vdolbinici dodali 
50 μl virusa V1. Čez tri dni smo lizirane celice (netopna frakcija) in po 1 ml medija (topna 
frakcija) analizirali za prisotnost naših konstruktov.  
 
3.2.4.1 Priprava netopne frakcije – liza celic 
Celicam smo odsesali medij, dodali 500 μl PBS, jih s strgalom postrgali in jih skupaj s PBS 
prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko. Celice smo nato posedli s centrifugiranjem (3 min,  
3 000 × g), supernatant odstranili in peletu dodali po 50 μl 1× pufra NaDS z reducentom. Vzorce 
smo pred nanosom na NaDS-PAGE segrevali 5 min pri 95 °C. 
 
3.2.4.2 Priprava topne frakcije – obarjanje s TCA 
Za analizo proteinov prisotnih v mediju, smo le-te pred nanosom na gel oborili s trikoloroocetno 
kislino (TCA). Vzorcu medija (1 ml) smo dodali 110 μl TCA in vzorec dobro premešali na 
vibracijskem mešalu. Nato smo ga 15 min inkubirali na ledu, po inkubaciji pa smo oborjene 
proteine posedli s centrifugiranjem (15 min, 12 000 × g, 4 °C). Supernatant smo odstranili in 
pelet sprali z 200 μl ledenohladnega acetona, vzorec dobro premešali in ponovno centrifugirali 
(5 min, 13 200 × g, 4 °C). Spiranje z acetonom smo izvedli dvakrat. Odvečni aceton smo 
odparili z aparaturo za odparevanje topil (MiVac Duo Concentrator, Genevac, Anglija). 
Vsakemu vzorcu smo dodali 25 μl 1× pufra za nanos na NaDS z reducentom. Vzorce smo pred 
nanosom na NaDS-PAGE segrevali 5 min pri 95 °C.  
 
3.2.4.3 Poliakrilamidna elektroforeza ob prisotnosti denaturanta  
Za analizo proteinskih vzorcev smo izvajali poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti 
denaturanta natrijevega dodecil sulfata (NADS-PAGE). Zaradi prisotnosti denaturanta se 
proteini nabijejo negativno, zato se vpliv strukture in naboja proteinov na ločevanje porazgubi, 
proteini pa po gelu potujejo le v odvisnosti od svoje velikosti. Proteinske vzorce smo analizirali 
na 12,5 % gelih (3.1.4.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-
PAGE)), pri konstantnem toku 35 mA/gel in napetosti do 200 V. 
 
3.2.4.4 Prenos western 
Prenos western je metoda pri kateri proteine ločene po velikosti iz gela prenesemo na 
nitrocelulozno ali polivinilfluoridno (PVDF) membrano in jih specifično označimo s protitelesi. 




Tehnika nam omogoča, da identificiramo točno določene proteine v množici drugih proteinov 
v vzorcu. Metoda je tudi kvantitativna, saj velikost lise ustreza količini proteinov na tistem 
mestu. Za prenos western smo uporabljali polivinilfluoridno (PVDF) membrano.  
 
Najprej smo sestavili kaseto, tako da smo na belo polovico kasete položili gobico, tri kose 
filtrirnega papirja, PVDF membrano, ki smo jo pred uporabo za 15–20 s pomočili v metanol, 
poliakrilamidni gel, tri kose filtrirnega papirja in še eno gobico ter kaseto zaprli. Elementi, ki 
smo jih dodali so bili prepojeni s pufrom TOWBIN, v katerem smo tudi izvajali prenos. Kaseto 
smo postavili v kadičko za prenos, dodali hladilni element in prenos izvajali 1 h pri konstantnem 
toku 200 mA in napetosti do 300 V.  
 
3.2.4.5 Imunodetekcija 
Po končanem prenosu smo membrano najprej 1 h blokirali v 5 % (w/v) raztopini mleka v TBST, 
da so se nezasedena mesta na membrani zasedla, nato pa membrano inkubirali v raztopini 
protiteles. Pri delu smo proteinske konstrukte detektirali na dva različna načina. Ker imajo 
konstrukti na C-koncu zapis za heksahistidinsko oznako, smo lahko njihovo prisotnost v vzorcu 
detektirali z mišjimi protitelesi proti His6-oznaki, poleg tega pa smo prisotnost nezrele oblike 
našega proteina detektirali tudi z uporabo primarnega mišjega protitelesa anti-TACE (B6), ki 
prepozna proobliko proteina TACE.  
 
3.2.4.5.1 Detektiranje s protitelesi proti His6-oznaki 
Po končanem blokiranju smo membrano 45 min inkubirali s protitelesom anti- His6-HRP, ki 
smo ga 1000× redčili v raztopini 5 % (w/v) mleka v TBST. Po inkubaciji smo membrano 3× po 
5 min spirali s TBST, nato pa proteine na membrani detektirali s kompletom za pripravo 
kemiluminiscenčnega substrata za hrenovo peroksidazo (Pierce® ECL Western Blotting 
Substrate). Kemiluminiscenčni substrat smo pripravili tako, da smo komponenti reagenta 
zmešali v razmerju 1:1 (500 μl: 500 μl) in mešanico nakapljali na membrano. 
Kemiluminiscenco smo detektirali z aparaturo za slikanje gelov, Chemidoc (podjetje BioRad).  
 
3.2.4.5.2 Detektiranje s protitelesi proti proobliki proteina TACE 
Po blokiranju smo membrano pri 4 °C, čez noč inkubirali s protitelesom anti-TACE (B6), ki 
smo ga 500× redčili v 5 % (w/v) raztopini mleka v TBST. Naslednji dan smo membrano 3× po 
5 min spirali s TBST, nato pa 30 min inkubirali v sekundarnih kozjih protitelesih, ki detektirajo 
Fc regije mišjih protiteles in so konjugirani s hrenovo peroksidazo. Redčili smo jih v razmerju 
1:10 000 v 5 % (w/v) raztopini mleka v TBST. Po inkubaciji smo membrano 3× po 5 min spirali 
s TBST, nato pa proteine detektirali na enak način kot prej s kemiluminiscenčnim substratom 
in aparaturo za slikanje gelov Chemidoc.  
 




3.2.5 Izražanje in izolacija rekombinantnih proteinov 
V sklopu tega magistrskega dela smo izrazili, izolirali in optimizirali čiščenje za topno obliko 
zunajcelične domene s signalnim peptidom čebeljega melitina (mel-TACE-EX) in s tem 
konstruktom izvajali tudi preostale eksperimente.  
 
3.2.5.1 Izražanje rekombinantnih proteinov v gojišče 
Izražanje rekombinantnih proteinov smo izvajali v 600 ali 1200 ml suspenziji insektnih celic s 
koncentracijo 2 × 106 celic/ml. Celicam smo dodali sveže pripravljeno dvakrat namnoženo 
suspenzijo bakulovirusov (3.2.3.2.1 Namnoževanje bakulovirusov) in sicer smo na 100 ml 
suspenzije celic dodali 8 ml suspenzije bakulovirusa. Izražanje smo izvajali 72 h v 
termostatiranem stresalniku pri 225 obratih/min in 27 °C. Po končanem izražanju smo celice 
odstranili s centrifugiranjem (10 min, 10 000 × g, pri 4 °C), supernatant pa do začetka čiščenja 
shranili pri -80 °C. 
 
3.2.5.2 Izolacija rekombinantnih proteinov iz gojišča 
Rekombinantne proteine smo iz gojišča izolirali in očistili s tremi različnimi kromatografijami 
- nikljevo afinitetno kromatografijo, ionskoizmenjevalno kromatografijo in kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti. Po vsaki kromatografiji smo frakcije z najvišjimi koncentracijami 
proteinov, ocenjenimi na osnovi meritve A280, analizirali na NaDS-PAGE, da smo ugotovili v 
katerih frakcijah se nahaja naš konstrukt. Pred izvedbo prve kromatografije smo morali gojišče 
insektnih celic pripraviti, tako da smo uravnali pH in dodali inhibitorje proteaz.  
 
3.2.5.2.1 Uravnavanje pH in inhibicija proteaz 
Mediju smo pred nanosom na nikljevo afinitetno kromatografijo dodali 2,5 M Tris-HCl, pH 
7,5, do končne koncentracije 0,05 M in inhibitorje proteaz PMSF do končne koncentracije  
1 mM. Mešanico smo 45 min mešali pri 4 °C, nato pa centrifugirali (10 min, 10 000 × g, 4 °C), 
da smo odstranili oborino, ki je nastala med mešanjem.  
 
3.2.5.2.2 Nikljeva afinitetna kromatografija 
Nikljeva afinitetna kromatografija (IMAC) omogoča čiščenje rekombinantnih proteinov, 
označenih s heksahistidinskim repom. Zaporedje šestih histidinov namreč z mikromolarno 
afiniteto veže Ni2+ in z njimi tvori nekovalentne komplekse. Pri tej metodi nikljeve ione 
imobiliziramo na nosilec in na kolono nanesemo vzorec. Naši proteinski konstrukti se na nosilec 
vežejo, nevezane proteine pa lahko speremo s fosfatnim pufrom. S pufrom, ki vsebuje imidazol 
nato izvedemo gradientno elucijo s katero proteine ločimo na podlagi afinitete do nikljevih 
ionov.  
 




Vzorec smo na kolono, ki smo jo prej ekvilibrirali s pufrom IMAC B, nanesli s črpalko pri  
4 °C in pretoku 2,5 ml/min. Zaradi velike količine vzorca smo vzporedno uporabljali dve koloni 
za IMAC, zato da je nanos vzorca potekal hitreje. Elucijo smo izvajali na aparaturi za 
tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje proteinov (FPLC) pri sobni temperaturi. Kolono 
smo po nanosu vzorca najprej sprali z vezavnim pufrom IMAC B, nato pa izvedli gradientno 
elucijo (10 min, pretok 2,5 ml/min) s pufrom IMAC E (sestava pufrov je opisana v tabeli 3.7). 
Zbrali smo frakcije z najvišjimi koncentracijami proteinov in jih pripravili za dializo. 
 
3.2.5.2.3 Dializa vzorca 
Po končani nikljevi afinitetni kromatografiji smo izbrane frakcije prenesli v dializno črevo z 
ustrezno velikostjo por in dializirali čez noč proti 2 l ohlajenega pufra za dializo. S tem smo 
zmanjšali koncentracijo imidazola in soli v vzorcu, ki bi lahko povzročila obarjanje 
proteinskega konstrukta pri zamrzovanju. Dializirane vzorce smo do čiščenja z 
ionskoizmenjevalno kromatografijo hranili na -20 °C. V postopku optimizacije čiščenja 
proteinskega konstrukta smo uporabili štiri različne pufre, ki so se razlikovali v količini 
vsebovanega NaCl (tabela 3.7).  
 
3.2.5.2.4 Ionskoizmenjevalna kromatografija 
Naslednja stopnja čiščenja mel-TACE-EX je bila ionskoizmenjevalna kromatografija. Pri tej 
metodi proteine ločimo glede na njihov celokupni naboj, ki je odvisen od pH raztopine. Če je 
pH raztopine višji od izoelektrične točke proteina je ta nabit negativno, če je manjši pa 
pozitivno. Kolone za izvajanje IEX imajo lahko pozitivno ali negativno nabite nosilce zato je 
izbor pufra in kolone pri izvajanju te metode odvisen od izoelektrične točke proteina, ki ga 
želimo očistiti. V našem primeru smo s teoretičnim izračunom izoelektrično točko ocenili na 
pH 5,17. Ionskoizmenjevalno kromatografijo smo zato izvajali v pufru s pH 7,5, v katerem je 
mel-TACE-EX negativno nabit, in čiščenje izvajali s 5 ml kolono HiTrap Q HP, ki vsebuje 
pozitivno nabit nosilec.  
 
Elucijo smo izvedli v pufru s povišano ionsko jakostjo, ki ošibi ionske interakcije med proteini 
in nosilcem. Pri tem se proteini, ki so šibkeje vezani na nosilec, eluirajo prej kot proteini z 
večjim celokupnim nabojem, ki so močneje vezani na nosilec. 
 
Pred nanosom na kolono smo vzorec centrifugirali (10 min, 10 000 × g, 4 °C) in prefiltrirali s 
filtrom Minisart NML. Kromatografijo smo izvajali s FPLC pri sobni temperaturi. 
Ionskoizmenjevalno kolono smo najprej ekvilibrirali s pufrom IEX B (tabela 3.7), nato pa 
nanesli vzorec pri pretoku 2,5 ml/min. Nevezane proteine smo sprali s pufrom IEX B. Elucijo 
smo izvajali 20 min pri pretoku 2,5 ml/min s pufrom IMAC E (tabela 3.7). Zbrali smo frakcije 
z najvišjimi koncentracijami proteinov in jih analizirali z NaDS-PAGE. 




3.2.5.2.5 Koncentriranje proteinov  
Frakcije, ki so vsebovale naš proteinski konstrukt smo pred nanosom na kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti združili in skoncentrirali z uporabo filtra za centrifugiranje Amicon 
Ultra velikosti 4 ml z izključitveno molsko maso 10 kDa. Filtre smo centrifugirali pri  
7 500 × g do končnega volumna vzorca – 2 ml.  
 
3.2.5.2.6 Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
Kromatografija z ločevanjem po velikosti (tudi gelska filtracija) je kromatografska metoda, ki 
omogoča ločevanje molekul po velikosti. Manjše molekule večkrat zaidejo v pore nosilca in 
zato po koloni potujejo počasneje kot večje molekule. Tudi to kromatografijo smo izvajali s 
FPLC pri sobni temperaturi. Na kolono za gelsko filtracijo (tabela 3.6) smo nanesli 2 ml 
skoncentriranega vzorca mel-TACE-EX in jo sprali s pufrom SEC (tabela 3.7). Zbrali smo 
frakcije z najvišjimi koncentracijami proteinov in jih analizirali z NaDS-PAGE. 
 
3.2.5.3 Cirkularni dikroizem (CD) 
Cirkularni dikroizem je spektroskopska metoda, ki jo uporabljamo za preučevanje strukturih 
značilnosti proteinov. Izkorišča pojav, da optično aktivne snovi v različni meri absorbirajo levo 
in desno krožno polarizirano svetlobo. Ker so tudi proteini asimetrični oziroma optično aktivni 
lahko njihov CD-spekter izmerimo.  
 
Glavni prispevek k CD-spektrom proteinov je posledica optične aktivnosti različnih 
konformacij sekundarne strukture. Za različne sekundarne strukture so značilni različni  
CD-spektri59. Za α-vijačnico sta na primer značilna dva minimuma pri približno 208 in 222 nm, 
za β-strukturo minimum med 210 in 225 nm, za naključni klobček pa minimum pri približno 
196 nm. Iz izmerjenega CD-spektra proteina lahko tako sklepamo na delež različnih 
sekundarnih struktur v proteinu.  
 
Meritve cirkularnega dikroizma smo opravili s spektropolarimetrom J-1500 CD Spectrometer 
(JASCO). Izmerili smo CD-spekter za mel-TACE-EX med 190 in 250 nm. Dolžina optične poti 
je bila 0,1 cm, koncentracija proteinskega vzorca pa 2,87 μM. Vzorci so bili pripravljeni v  
10 mM fosfatnem pufru (7,5 mM Na2HPO4 in 2,5 mM NaH2PO4 × 2H2O). Deleže sekundarnih 
struktur smo izračunali s programom BESTSEL60.  
  




3.2.6 Poskusi optimizacije izražanja in čiščenja mel-TACE-EX 
3.2.6.1 Poskusi optimizacije izražanja 
V magistrskem delu smo želeli optimizirati izražanje mel-TACE-EX. V ta namen smo 
optimizirali količino virusa s katero okužimo insektne celice (multipliciteto infekcije), čas 
izražanja proteinov in koncentracijo celic ob začetku izražanja.  
 
3.2.6.1.1 Optimizacija multiplicitete infekcije in časa izražanja proteinov 
Multipliciteta infekcije (MOI) je količina, ki nam pove, kakšno je razmerje med številom 
virusov in številom celic v poskusu. Če je MOI = 2 to pomeni, da smo celice okužili z dvakrat 
večjim številom bakulovirusov od celic. Da bi ugotovili, pri kateri multipliciteti infekcije je 
izražanje proteina mel-TACE-EX najbolj učinkovito smo analizirali izražanje pri različnih 
MOI: 0,5, 1, 5, 10 in 20. Vzporedno smo analizirali tudi optimalni čas izražanja proteina mel-
TACE-EX.  
 
V ta namen smo pripravili 5 erlenmajeric s 100 ml suspenzije insektnih celic s koncentracijo  
2 × 106 celic/ml. V vsako erlenmajerico smo dodali ustrezno količino virusa V2 (tabela 3.24), 
ki smo ga namnožili tik pred izvedbo poskusa (v 50 ml celic s koncentracijo 0,8 × 106 celic/ml 
smo dodali 100 μl virusa V1 in celice inkubirali 3 dni pri 27 °C). Pri izračunu smo upoštevali 
titer virusa 5,5 × 108 pfu/ml, ki smo ga določili z metodo mejne redčitve.  
 
Tabela 3.24: Volumni virusa V2, s katerim smo okužili celice pri posameznih MOI. Pri izračunu smo 
upoštevali titer virusa 5,5 × 108 pfu/ml. 







Vzorce suspenzije celic (po 2 ml) smo pobirali po 1, 2, 3, 4 in 7 dnevih. Celice smo odstranili 
s centrifugiranjem (3 min, 3 000 × g) in supernatant do uporabe shranili na -20 °C. Vzorce 
medija smo oborili s TCA po enakem postopku kot je opisan v poglavju 3.2.4.2 Priprava topne 
frakcije – obarjanje s TCA. Ker smo obarjali proteine iz dvakrat večje količine medija kot 
običajno, smo pelet na koncu raztopili v 50 μl 1× pufra NaDS z reducentom. Pred nanosom na 
gel smo vzorce segreli (5 min, 95 °C).  
 
Vzorce smo v enakem zaporedju nanesli na dva enaka 12,5 % poliakrilamidna gela in izvedli 
NaDS-PAGE. Proteine smo po prenosu western detektirali z imunodetekcijo na enak način kot 
je to opisano v poglavjih 3.1.4.1 in 3.1.4.2. Eno membrano smo analizirali z anti-His6 
protitelesom, drugo membrano pa s protitelesom, ki prepozna proobliko proteina TACE. 
Kvantifikacijo smo izvedli s programom Image Lab.  




3.2.6.1.2 Optimizacija koncentracije celic 
Optimizacijo koncentracije celic ob začetku izražanja smo izvajali pri dveh različnih MOI – 0,5 
in 5. Pripravili smo 10 erlenmajeric z 25 ml suspenzije celic s koncentracijami 1, 1,5, 2, 2,5,  
3 × 106, ki smo jih okužili z ustreznimi količinami virusa V2 (tabela 3.25). Vzorce (po 2 ml) 
smo pobirali po 2 in 3 dnevih. Vzorce smo analizirali s prenosom western in imunodetekcijo na 
enak način kot je opisano v poglavju 3.2.6.1.1 Optimizacija multiplicitete infekcije in časa 
izražanja proteinov. 
Tabela 3.25: Volumni virusa V2, s katerim smo okužili suspenzije celic z različnimi koncentracijami. Pri 
izračunu smo upoštevali titer virusa 5,5 × 108 pfu/ml. 
MOI 0,5 MOI 5 
Koncentracija celic 
[celice/ml 106] 
Volumen virusa [μl] 
Koncentracija celic 
[celice/ml 106] 
Volumen virusa [μl] 
1 22,5 1 224,8 
1,5 33,7 1,5 337,2 
2 45,0 2 449,6 
2,5 56,2 2,5 562,0 
3 67,4 3 674,4 
 
  




3.2.6.2 Poskusi optimizacije čiščenja mel-TACE-EX 
V okviru optimizacije korakov čiščenja smo preverili, kakšen je vpliv soli v dializnem pufru na 
stabilnost in količino TACE po IEX in analizirali, kakšna je stopnja avtoproteolize TACE med 
čiščenjem.  
 
3.2.6.2.1 Vpliv soli v dializnem pufru na količino TACE po IEX 
Zanimalo nas je, kakšen je vpliv soli v dializnem pufru na stabilnost proteina, ter ali količina 
soli v pufru vpliva na jakost vezave proteina TACE na kolono pri IEX in posledično na količino 
TACE po IEX.  
 
Vpliv soli v dializnem pufru smo analizirali tako, da smo vzorec po IMAC razdelili na 4 enake 
dele in jih dializirali proti 4 pufrom z različnimi koncentracijami NaCl: 0, 50, 100, 150 mM 
NaCl (tabela 3.7). Vsak vzorec smo ločeno nanesli na IEX (3.2.5.2.4 Ionskoizmenjevalna 
kromatografija) in količino TACE po IEX ocenili z integriranjem površine pod vrhom, ki je 
ustrezal našemu proteinu. 
 
3.2.6.2.2 Analiza stopnje avtoproteolize TACE med čiščenjem 
Da bi ugotovili, v kolikšni meri avtoproteoliza poteka med čiščenjem proteina TACE, smo 
pripravili vzorce, ki smo jih izpostavili 6 različnim pogojem. Eksperiment smo izvajali pri sobni 
temperaturi in pri 4 °C. Koraki čiščenja namreč običajno potekajo pri teh dveh temperaturah. 
Pri vsaki temperaturi nas je zanimalo, kaj se zgodi s TACE v pufru brez soli, v pufru s 150 mM 
soljo in v pufru z 10 μM inhibitorjem GW280264X po 1 h, 1 dnevu in 1 tednu.  
Za vsako kombinacijo pogojev smo pripravili po 40 μl vzorca z 12,5 μg proteina TACE. Ker je 
bil izvorni vzorec mel-TACE-EX v pufru, ki smo ga uporabili za SEC smo morali najprej pufer 
zamenjati v 20 mM Hepes, pH 7,5. Izmenjavo pufra smo izvajali z uporabo filtrov za 
centrifugiranje Amicon Ultra velikosti 0,5 ml z izključitveno molsko maso 10 kDa v skladu z 
navodili proizvajalca. Reakcijske mešanice za posamezne vzorce so prikazane v tabeli 3.26. Po 
8 μl vzorca smo pobirali ob času 0, po 1 h, 1 dnevu in po 1 tednu, ter vzorce analizirali z  
NaDS-PAGE.  
 
Tabela 3.26: Reakcijske mešanice za izvedbo avtoproteolitičnega poskusa. 
 Brez soli 150 mM NaCl 10 μM inhibitor 
Komponenta volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] 
mel-TACE-EX v 20 mM Hepes, pH 7,5 
(c=0,85 mg/ml) 
15 15 15 
20 mM Hepes, pH 7,5 25 5 21 
20 mM Hepes, pH 7,5, 300 mM NaCl / 20 / 
20 mM Hepes, pH 7,5, 100 μM GW280264X / / 4 
skupaj 40  40 40 




3.2.7 Analiza cepitev EpEX s proteazo TACE 
Analize cepitve smo izvajali s topno zunajcelično domeno proteina TACE (mel-TACE-EX) in 
s tremi različnimi oblikami rekombinantno pripravljene ektodomene proteina EpCAM 
(ngEpEX, ngEpEX-TY in EpEX-sfGFP).  
 
Ker se cepitveno mesto za TACE in vivo nahaja blizu transmembranskega dela proteina 
EpCAM, se pri cepitvi topne zunajcelične domene odcepi kratek fragment 20 aminokislinskih 
ostankov (2,4 kDa), ki bi ga težko zaznali z analizo z NaDS-PAGE.  
 
V primeru substratov ngEpEX (dimer) in ngEpEX-TY (monomer) smo zato cepitev analizirali 
s prenosom western, saj sta oba konstrukta na C-koncu označena s heksahistidinsko oznako. Pri 
cepitvi se le-ta odcepi, zato smo cepitev lahko zaznali kot zmanjšanje intenzitete lise na 
membrani, označeni s protitelesi, ki prepoznajo oznako His6 (3.2.4.4 Prenos western). 
 
V primeru substrata EpEX-sfGFP pa to ni bilo potrebno, saj ima na C-koncu proteina pripet 
superzviti zeleni fluorescenčni protein (sfGFP). C-končni fragment je bil tako večji in nam je 
omogočal lažjo detekcijo cepitve z NaDS-PAGE.  
 
Reakcije smo izvajali v reakcijskem pufru, ki je vseboval 120 mM Na3C6H5O7, pH 7,5, 10 μM 
ZnCl2, 1× koktajl inhibitorjev proteaz. Cepitve smo izvajali 1 h in 20 h pri 37 °C. 
 
V primeru cepitve EpEX-EGFP smo reakcije izvajali s 10 μg substrata EpCAM, ki smo mu 
dodali 1 ali 5 μg mel-TACE-EX. Dodali smo tudi dva kontrolna vzorca, ki sta vsebovala le  
10 μg EX-EpCAM-GFP ali 5 μg mel-TACE-EX v reakcijskem pufru. Sestava reakcijskih 
mešanic je prikazana v tabeli 3.27. 
 
Tabela 3.27: Sestava reakcijskih mešanic za cepitev EpEX-sfGFP. 
 
Cepitev z 1 μg 
TACE 






Komponenta volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] 
mel-TACE-EX v reakcijskem 
pufru (c= 0,6 mg/ml) 
1,8 8,1 / 8,1 
EpEX-sfGFP v reakcijskem pufru 
(c= 0,9 mg/ml) 
11,5 11,5 11,5 / 
reakcijski pufer 6,7 0,4 8,5 11,9 
skupaj 20 20 20 20 
Reakcije smo prekinili z dodatkom 8 μl 4× nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z reducentom in 
segrevanjem pri 95 °C, 5 min. Po 14 ul vzorcev smo analizirali z NaDS-PAGE.  
 
V primeru cepitve ngEpEX in ngEpEX-TY pa smo reakcije izvajali s 10 μg substrata EpCAM, 
ki smo mu dodali 1, 5 ali 10 μg mel-TACE-EX. Dodali smo tudi dva kontrolna vzorca, ki sta 
vsebovala le 10 μg EpEX-sfGFP ali 5 μg mel-TACE-EX v reakcijskem pufru. Sestava 
reakcijskih mešanic je prikazana v tabelah 3.28 in 3.29. 




Tabela 3.28: Sestava reakcijskih mešanic za cepitev ngEpEX. 
 
Cepitev z  
1 μg TACE 
Cepitev s  
5 μg TACE 
Cepitev z  





Komponenta volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] 
mel-TACE-EX v reakcijskem 
pufru (c= 2 mg/ml) 
0,5 2,5 5 / 2,5 
ngEpEX v reakcijskem pufru 
(c= 1 mg/ml) 
10 10 10 10 / 
reakcijski pufer 9,5 7,5 5 10 18,5 
skupaj 20 20 20 20 20 
 
Tabela 3.29: Sestava reakcijskih mešanic za cepitev ngEpEX-TY. 
 
Cepitev z  
1 μg TACE 
Cepitev s  
5 μg TACE 
Cepitev z  





Komponenta volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] volumen [μl] 
mel-TACE v reakcijskem 
pufru (c= 2 mg/ml) 
0,5 2,5 5 / 2,5 
ngEpEX-TY v reakcijskem 
pufru 
(c= 1 mg/ml) 
10 10 10 10 / 
reakcijski pufer 9,5 7,5 5 10 18,5 
skupaj 20 20 20 20 20 
 
Reakcije smo prekinili z dodatkom 8 μl 4× nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z reducentom in 
segrevanjem pri 95 °C, 5 min. Po 5 μl vzorcev smo analizirali z NaDS-PAGE. 
 





Raziskovalno delo je vključevalo načrtovanje in pripravo zapisov za proteinske konstrukte 
TACE, pripravo bakulovirusov za izražanje v insektnih celicah, izražanje in čiščenje konstrukta 
mel-TACE-EX, optimizacijo izražanja in čiščenja ter analizo cepitev različnih oblik 
ektodomene proteina EpCAM s pripravljenim konstruktom. Potek dela je shematsko prikazan 
na sliki 4.1. 
 
 
Slika 4.1: Shematski prikaz poteka raziskovalnega dela. 
 
 




4.1 Zapisi za proteinske konstrukte 
4.1.1 Načrtovanje zapisov za proteinske konstrukte 
V okviru magistrskega dela smo pripravili šest različnih zapisov za proteinske konstrukte 
TACE. Pripravili smo tri zapise za celoten protein TACE in tri zapise za ektodomene TACE. 
Konstrukti so se razlikovali glede na tip signalnega peptida (divji tip ali signalni peptid 
čebeljega melitina) in prisotnost ali odsotnost potencialnih mest glikozilacije (slika 4.2).  
 
Zapise za proteinske konstrukte smo pripravili z metodami molekulskega kloniranja. Dodali 
smo jim zapis za heksahistidinsko oznako, ki omogoča čiščenje z nikljevo afinitetno 
kromatografijo, na 5'- in 3'-konce zapisov pa 20–30 bp dolgo zaporedje (LIC), ki omogoča 
vstavljanje zapisov v lineariziran vektor z metodo SLiCE.  
 
 
Slika 4.2: Shematski prikaz pripravljenih zapisov za proteinske konstrukte TACE. S turkizno je označeno 
zaporedje za divji tip (wt) človeškega TACE, z rumeno zaporedje za signalni peptid čebeljega melitina, z vijolično 
zapis za heksahistidinsko oznako in stop kodon, s sv. modro in sv.zeleno zaporedja ki omogočata homologno 
rekombinacijo z lineariziranim vektorjem, z rdečo pa mutacije potencialnih glikozilacijskih mest v alanin.  
 
Ob pregledu literature smo ugotovili, da je za pravilno zvitje in procesiranje proteina TACE 
ključna prisotnost prodomene13. Vsi pripravljeni zapisi za proteinske konstrukte zato vsebujejo 
tudi zapis za prodomeno, ki se odcepi v Golgijevem aparatu s proprotein konvertazo furin.  
 
Ker insektne celice pogosto nezadostno procesirajo heterologno izražene proteine13, 61, smo 
zapise za konstrukte vstavili v plazmid pFastBacDual-Furin, ki omogoča vzporedno izražanje 
našega proteinskega konstrukta in proprotein konvertaze furin, ki omogoča odcep prodomene.  
 




4.1.2 Priprava zapisov za proteinske konstrukte 
Zapise za proteinske konstrukte TACE smo pripravili v več zaporednih reakcijah PCR in 
produkte analizirali z AGE. Ker smo morali na 3'-konce zapisov dodati zapise za 
heksahistidinsko oznako in zapise, ki omogočajo homologno rekombinacijo, smo reakcije PCR 
za konstrukte wt-TACE-FL, wt-TACE-EX, mel-TACE-FL in mel-TACE-EX nameravali 
izvajati v dveh krogih in v vektor vstaviti z metodo SLiCE (3.2.1.5 Metoda SLiCE). Načrt dela 
je shematsko prikazan na sliki 4.3-A. 
 
 
Slika 4.3: Analiza produktov prvotnega načrta reakcij PCR za pripravo wt-TACE-FL, wt-TACE-EX,  
mel-TACE-FL in mel-TACE-EX z AGE. A – Načrt za pripravo prilagojenega zapisa za TACE. Zaporedje za 
TACE je obarvano turkizno. Zapis za homologno regijo na vektorju po rezanju z NotI je obarvan modro, zapis za 
heksahistidinsko oznako in stop kodon sta obarvana vijolično. B – Produkti prvega kroga reakcij. C – Neuspeli 
produkti drugega kroga reakcij. Z rdečo puščico je označena velikost pri kateri smo pričakovali produkte. 
 
V prvem krogu reakcij je produkt uspel (slika 4.3-B), v drugem krogu pa se pravilno zaporedje 
ni pomnožilo (slika 4.3-C). PCR smo poskusili optimizirati, tako da smo preizkusili različne 
začetne oligonukleotide, povečali in zmanjšali količino matrice v reakciji, dodali DMSO in 
BSA, uporabili drugo polimerazo, spreminjali temperaturo prileganja in za vsako komponento 
PCR mešanice preverili ali je kontaminirana. Ker se produkt kljub temu ni pomnožil smo 
pripravili nov načrt v katerem smo zapise za proteinske konstrukte pripravili v dveh delih. 
Shematski načrt dela in analiza rezultatov z AGE sta prikazana na sliki 4.4. 
 





Slika 4.4: Analiza produktov 2. kroga reakcij PCR za pripravo zapisov za C- in N-končne dele proteinskih 
konstruktov z AGE. A – Načrt za pripravo zapisov v dveh delih. Zaporedje za TACE je obarvano turkizno. Zapis 
za homologno regijo na vektorju po rezanju z NotI je obarvan modro, po rezanju z EcoRI pa sv.zeleno. Zapis za 
heksahistidinsko oznako in stop kodon sta obarvana vijolično. Zaporedje za proprotein konvertazo Furin je 
obarvano zeleno. Uvedeno restrikcijsko mesto za EcoRI je označeno s črnim križem ( ). B – Priprava zapisov za 
C-končne dele vseh šestih konstruktov. C – Priprava zapisov za N-končne dele vseh šestih konstruktov. V primeru 
več lis so z zeleno puščico označene tiste pri pravi velikosti.  
 
Vsi načrtani produkti so se uspešno pomnožili. Načrt priprave vključkov je podrobneje opisan 
v tabelah 3.13 in 3.14.  
 
Priprava zapisov za neglikozilirana mutanta TACE (ng-TACE-FL in ng-TACE-EX) je 
potekala v več zaporednih reakcijah PCR, v katerih smo pomnožene fragmente združevali v 
večje enote na osnovi vmesnih komplementarnih zaporedij. Način priprave zapisov je 
shematsko prikazan na sliki 4.5-A. Tudi pri pripravi teh dveh konstruktov nismo uspeli 
pomnožiti celotnih zaporedij, zato smo fragmente združili v zapisa za C-konec (ng-FL C-konec 
in ng-EX C-konec) in zapis za N-konec (ng-N-konec) TACE (slika 4.4). Zapise smo v vektor 
vstavili na enak način kot zapise za ostale konstrukte, preko dveh reakcij SLiCE  
(3.2.1.5 Metoda SLiCE). Načrt priprave produktov reakcij PCR je podrobneje opisan v  
tabeli 3.15.  
 
 





Slika 4.5: Analiza produktov reakcij PCR za pripravo ng-TACE-FL in ng-TACE-EX. A – Načrt za pripravo 
zapisov za neglikozilirana mutanta. Zaporedje za TACE je obarvano turkizno, zapis za homologno regijo na 
vektorju po rezanju z NotI je obarvan modro, po rezanju z EcoRI pa sv. zeleno. Zapis za heksahistidinsko oznako 
in stop kodon sta obarvana vijolično. Uvedeno restrikcijsko mesto za EcoRI je označeno s črnim križem ( ), 
mutacije potencialnih mest glikozilacije pa z rdečim križem ( ). B – Produkti prvega kroga reakcij PCR.  
C – Produkti drugega kroga reakcij PCR, ki smo jih uporabili kot matrice pri pripravi zapisov za C- in N- končne 
dele ng-TACE-FL in ng-TACE-EX.  
4.1.3 Analiza uspešnosti reakcij SLiCE  
Da bi preverili v katerih kolonijah je prišlo do homologne rekombinacije med konci vključka 
in plazmida, smo izvedli verižno reakcijo s polimerazo na osnovi kolonije (coPCR).  
 
Po prvi reakciji SLiCE s katero smo v vektor pFastBacDual-Furin, lineariziran z restriktazama 
EcoRI in NotI, vstavili zapise za C-končne dele proteinskih konstruktov, smo kolonije v katerih 
je prišlo do homologne rekombinacije identificirali z začetnima oligonukleotidoma  
pFastBac-F in pFastBac-R (tabela 3.22). Uporabljena začetna oligonukleotida se prilegata na 
3'- in 5'-konec lineariziranega vektorja pFasBacDual-Furin. V primeru pravilne vstavitve 
vključka v vektor smo za zapisa TACE-FL C-konec in ng-TACE-FL C-konec pričakovali 
produkt dolžine 1849 bp, za EX C-konec in ng-EX C-konec pa 1390 bp. V primeru, da vektor 
ne vsebuje vključka dobimo produkt dolg 188 bp.  
 
Analiza kolonij je prikazana na sliki 4.6. Razvidno je, da smo pravilne dolžine produktov v 
primeru vključka TACE-FL C-konec zaznali v kolonijah 4, 5, 7 in 8, v primeru TACE-EX  
C-konec v koloniji 2, v primeru ng-TACE-FL C-konec v koloniji 5, v primeru ng-TACE-EX 
C-konec pa v koloniji 2. Plazmidno DNA smo v primeru vključka TACE-FL C-konec izolirali 
iz kolonije št. 8, v primeru preostalih vključkov pa iz edinih pozitivnih kolonij. Nukleotidno 




zaporedje plazmidov z vstavljenimi zapisi za C-končne dele proteinskih konstruktov smo 
preverili s sekvenciranjem. Zaporedja so bila za vse štiri vključke enaka načrtovanim.  
 
 
Slika 4.6: Analiza produktov reakcij coPCR za pripravo zapisov za C-končne dele proteinskih konstruktov 
TACE. A – Rezultati coPCR za vključek TACE-FL C-konec (pričakovana velikost 1849 bp). B – Rezultati coPCR 
za vključek TACE-EX C-konec (pričakovana velikost 1390 bp) ). C – Rezultati coPCR za vključek ng-TACE-FL  
C-konec (pričakovana velikost 1849 bp). D – Rezultati coPCR za vključek ng-TACE-EX C-konec (pričakovana 
velikost 1390 bp). Z rdečimi puščicami so označene velikosti pri katerih smo pričakovali produkt, odebeljene pa 
so številke kolonij iz katerih smo izolirali plazmid.  
 
Pripravljene vektorje smo linearizirali z restrikcijsko endonukleazo EcoRI (3.2.1.5.2 
Linearizacija tarčnih plazmidov z restrikcijskimi encimi) in s pripravljenimi zaporedji  
N-končnih delov proteinskih konstruktov nastavili drugo reakcijo SLiCE (3.2.1.5.3 Izvedba 
metode SLiCE). Ustrezne N-končne dele in linearizirane plazmide s C-končnimi deli smo 
združili tako, da smo pripravili zapise za vseh šest načrtovanih konstruktov TACE (tabela 3.19). 
  
Z reakcijsko mešanico smo transformirali bakterije E. coli seva DH5α in kolonije, ki so zrasle 
na selekcijskem gojišču, analizirali s coPCR. Uporabili smo začetna oligonukleotida  
pFastBac-F in ADAM17-seq-cat-R. Prvi se prilega zaporedju na vektorju, slednji pa zaporedju 
na C-končnem delu proteinskih konstruktov. V primeru pravilne vstavitve vključka smo za 
zapisa wt-N-konec ali ng-N-konec pričakovali produkt dolžine 946 bp, za mel N-konec pa  
958 bp.  
 
Analiza kolonij je prikazana na sliki 4.7. Opazimo lahko, da je do pravilne vstavitve vključka 
prišlo v skoraj vseh testiranih kolonijah. Plazmidno DNA smo v primeru zapisov  
wt-TACE-FL, wt-TACE-EX, mel-TACE-EX in ng-TACE-EX izolirali iz kolonij 1, v primeru 




mel-TACE-FL iz kolonije 2 in v primeru mut-TACE-FL iz kolonije 4. Ustreznost zapisov za 
proteinske konstrukte smo preverili z določanjem nukleotidnega zaporedja. Zaporedja vseh 
šestih konstruktov so se skladala z načrtovanimi zapisi.  
 
 
Slika 4.7: Analiza produktov reakcij coPCR za pripravo zapisov za proteinske konstrukte TACE. 
Pričakovana dolžina produkta za konstrukte wt-TACE-FL in wt-TACE-EX ali ng-TACE-FL in ng-TACE-EX je 
946 bp, za mel-TACE-FL in mel-TACE-EX pa 958 bp. Številke kolonij, iz katerih smo izolirali plazmid so 
odebeljene. 
  




4.2 Priprava bakulovirusov in analiza izražanja rekombinantnih 
proteinov 
4.2.1 Priprava rekombinantnih bakmidov 
S pripravljenimi plazmidi smo transformirali bakterije E. coli DH10MultiBac. Te bakterije 
vsebujejo bakmid z mini-attTn7 mestom in pomožni plazmid z zapisom za transpozazo, ki 
omogočata transpozicijo zapisov iz plazmidov pFastBacDual-Furin v bakmid preko mest Tn7.  
 
Uspešnost transpozicije smo analizirali na dva načina. Kolonije, v katerih je prišlo do 
transpozicije, smo najprej identificirali s selekcijo na osnovi α-komplementacije. V kolonijah v 
katerih je prišlo do transpozicije, se je namreč prekinil zapis za α-peptid β-galaktozidaze, zato 
so bile kolonije ob prisotnosti IPTG in X-Gal obarvane belo, kolonije, v katerih se zapis ni 
prekinil, pa so bile modre.  
 
Bele kolonije smo precepili in analizirali še z verižno reakcijo na osnovi kolonije. Uporabili 
smo začetna oligonukleotida ADAM17-seq-dis-F in M13-R. Prvi se prilega zaporedju na 
vključku, slednji pa zaporedju na bakmidu. Pričakovane dolžine produktov so bile za vse 
vključke, ki vsebujejo celo dolžino zaporedja (TACE-FL) 1451 bp, za zapise zunajceličnih regij 
(TACE-EX) pa 992 bp. Analiza kolonij je prikazana na sliki 4.8. Do transpozicije vključka v 
bakmid je prišlo v vseh pregledanih kolonijah.  
 
 
Slika 4.8: Analiza produktov reakcij coPCR za pripravo rekombinantnih bakmidov z zapisom za variante 
TACE. Pričakovana dolžina produktov za vključke wt-TACE-FL, mel-TACE-FL in ng-TACE-FL je 1451 bp, za 
vključke wt-TACE-EX, mel-TACE-EX in ng-TACE-EX pa 992 bp. Številke kolonij, iz katerih smo izolirali 
plazmid so odebeljene. 
 
V vseh primerih smo prekonočne kulture pripravili iz kolonij označenih s številko 1. Naslednji 
dan smo iz 3 ml prekonočne kulture izolirali rekombinantne bakmide (3.2.2.3 Izolacija 
rekombinantnega bakmida). S pripravljenimi bakmidi smo transfecirali insektne celice Sf9 
(3.2.3.1 Transfekcija insektnih celic), nastale rekombinantne bakuloviruse namnožili in 
analizirali izražanje proteinskih konstruktov.  




4.2.2 Analiza izražanja proteinskih konstruktov 
Zanimalo nas je, ali in v kateri celični frakciji se po okužbi z bakulovirusi izražajo pripravljeni 
proteinski konstrukti (3.2.4 Analiza izražanja proteinov s prenosom western). Pripravili smo 
vzorce celičnih lizatov (netopno frakcijo) in proteinov iz medija (topna frakcija), jih nanesli na 
NaDS-PAGE, izvedli prenos western in proteine detektirali s protitelesi proti heksahistidinski 
oznaki (slika 4.9).  
 
 
Slika 4.9: Analiza izražanja proteinskih konstruktov TACE v topni (T) in netopni (N) frakciji po prenosu 
western z anti-His6 protitelesi. Z zeleno puščico je označena pričakovana velikost zrele oblike konstruktov s 
celotnim zapisom TACE (med 100 in 130 kDa), z modro puščico velikost prooblike le-teh, z oranžno pa C-končni 
razgradni produkti. Zrele oblike ektodomene TACE smo pričakovali pri velikosti 70 kDa (rdeča puščica).  
 
Vsi trije konstrukti, ki vsebujejo celoten zapis za protein TACE (wt-TACE-FL, mel-TACE-FL 
in ng-TACE-FL) se zaradi prisotnosti transmembranske regije nahajajo v netopni frakciji. Na 
prenosih western pa se TACE-FL običajno nahaja nekje med 100 in 130 kDa 62–64, kljub temu, 
da izračunana velikosti zrele oblike TACE-FL brez glikozilacije znaša 68,2 kDa. Velikost pri 
kateri potuje je namreč odvisna tudi od stopnje glikozilacije proteina. Pri konstruktu  
mel-TACE-FL sta med 100 in 130 kDa najverjetneje prisotni dve lisi. Zgornja lisa verjetno 
ustreza proobliki mel-TACE-FL, pri kateri ni prišlo do odcepa prodomene (izračunana masa 
brez upoštevanja glikozilacije znaša 91,1 kDa). Pri vseh treh konstruktih se pojavlja tudi lisa 
pri približno 50 kDa, ki verjetno predstavlja C-končni razgradni produkt.  
 
V topni obliki se izraža le mel-TACE-EX. Izračunana velikost zrele oblike mel-TACE-EX brez 
glikozilacije je 51,2 kDa. Sklepamo, da lisa pri približno 70 kDa, z upoštevanjem glikozilacije, 
ustreza zreli obliki mel-TACE-EX. Ker je topna oblika TACE-EX za analizo cepitve bolj 
primerna smo se odločili izraziti in očistiti ta protein.  
 
 




4.3 Izražanje in čiščenje mel-TACE-EX 
Rekombinantni protein smo z uporabo bakulovirusnega sistema najprej izrazili v 600 ml 
suspenziji insektnih celic (3.2.5 Izražanje in izolacija rekombinantnih proteinov). Pri čiščenju 
konstrukta smo izhajali iz protokola za izolacijo in čiščenje topne, zunajcelične domene 
proteina EpCAM (EpEX)65. Izvedli smo tri zaporedne kromatografije – nikljevo afinitetno, 
ionskoizmenjevalno in kromatografijo z ločevanjem po velikosti.  
 
4.3.1 Čiščenje z nikljevo afinitetno kromatografijo 
Z nikljevo afinitetno kromatografijo (IMAC) smo protein skoncentrirali ter odstranili medij in 
nekaj nečistoč. Elucijski diagram je prikazan na sliki 4.10-A. Opazimo lahko dva vrhova, ki sta 
posledica tega, da smo uporabili dve koloni za IMAC, iz katerih so se proteini eluirali z 
zamikom. Po IMAC smo dobili 15 ml vzorca s koncentracijo 1,35 mg/ml (približno 20 mg).  
 
Ker za izražanje konstruktov TACE še nismo imeli ustaljenega protokola, in nismo vedeli 
kakšna količina soli v dializnem pufru bi bila za čiščenje mel-TACE-EX optimalna, smo vzorec 
razdelili na dva dela. Del vzorca smo dializirali proti 20 mM Hepes, pH 7,5, del pa proti 20 mM 
Hepes, pH 7,5, 150 mM NaCl.  
 
Po dializi je koncentracija vzorcev močno padla (cpred dializo = 1,35 mg/ml, cbrez NaCl = 0,42 mg/ml 
in c150 mM NaCl = 0,56 mg/ml). Ker nas je zanimalo ali se je pri dializi oboril naš protein smo na 
NaDS-PAGE nanesli tudi vzorca oborin (slika 4.10-B). Iz slike je razvidno, da se po dializi 
pretežno oborijo nečistoče.  
 
 
Slika 4.10: Izolacija mel-TACE-EX z nikljevo afinitetno kromatografijo. A – Elucijski diagram IMAC za  
mel-TACE-EX (gradient: 10 min, pretok 2,5 ml/min). B – Analiza vzorcev po IMAC in po dializi v dveh različnih 
dializnih pufrih (20 mM Hepes, pH 7,5 brez in z dodatkom 100 mM NaCl) z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Z rdečo 
puščico je označen mel-TACE-EX.  




4.3.2 Čiščenje z ionsko izmenjevalno kromatografijo 
Po dializi smo čiščenje nadaljevali z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Ločeno smo z IEX 
analizirali 2,1 mg vzorca po dializi v pufru brez NaCl (5 ml, cbrez NaCl = 0,42 mg/ml) in 2,8 mg 
vzorca v pufru z 150 mM NaCl (5 ml, c150 mM NaCl = 0,56 mg/ml). V obeh primerih se je naš 
protein eluiral pri približno 350 mM NaCl (sliki 4.11 in 4.12).  
 
 
Slika 4.11: Čiščenje mel-TACE-EX (v pufru brez NaCl) z IEX. A – Elucijski diagram IEX za mel-TACE-EX 
(gradient: 20 min, pretok 1 ml/min). B – Analiza eluiranih frakcij po IEX z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Številke 




Slika 4.12: Čiščenje mel-TACE-EX (v pufru s 100 mM NaCl) z IEX. A – Elucijski diagram IEX za  
mel-TACE-EX (gradient: 20 min, pretok 1 ml/min). B – Analiza eluiranih frakcij po IEX z NaDS-PAGE (12,5 % 
gel). Številke 1–7 predstavljajo frakcije, ki so označene tudi na elucijskem diagramu. Z rdečo puščico je označen  
mel-TACE-EX.  
 
Vzorce po IMAC in elucijske frakcije IEX vzorca v pufru brez NaCl smo analizirali tudi s 
prenosom western, da bi preverili ali je lisa, ki jo spremljamo res naš protein. Imunodetekcijo 
smo izvajali s protitelesom proti oznaki His6 ter z protitelesom anti-TACE (B6), ki prepozna 
proobliko proteina TACE (slika 4.13).  
 
 





Slika 4.13: Analiza vzorcev izoliranih variant TACE prenosom western. A – Detekcija z anti-His6 
protitelesom. Z rdečo puščico je označen zrela oblika mel-TACE-EX, z modro puščico prooblika mel-TACE-EX, 
z oranžno pa C-končni razgradni produkti mel-TACE-EX. B – Detekcija z anti-TACE (B6) protitelesom, ki 
prepozna proobliko mel-TACE-EX. Z modro puščico je označena prooblika TACE, z zeleno odcepljena 
prodomena, z rdečo pa zrela oblika mel-TACE-EX.  
 
Na membrani, na kateri smo proteine detektirali z anti-His6 protitelesom, lahko opazimo liso 
pri približno 70 kDa, ki predstavlja zrelo obliko mel-TACE-EX. Opazimo lahko, da se naš 
protein pretežno izraža v tej obliki, nekaj pa ga je vseeno prisotnega tudi v proobliki (lisa pri 
100 kDa). Po dializi v pufru brez NaCl se prooblika proteina mel-TACE-EX obori, medtem ko 
se v pufru z NaCl ne. Količini zrelih oblik mel-TACE-EX sta v obeh primerih po dializi 
približno enaki. V eluiranih frakcijah po IEX lahko opazimo tudi dodatne lise, ki predstavljajo 
C-končne razgradne produkte mel-TACE-EX.  
 
Na membrani označeni s protitelesi, ki zaznajo proobliko proteina TACE, lis, ki predstavljajo 
zrelo obliko mel-TACE-EX, zaradi specifičnosti protitelesa, skoraj ne opazimo, pojavi pa se 
nova lisa malo nad 25 kDa, ki bi lahko ustrezala odcepljeni prodomeni mel-TACE-EX. 
Izračunana masa brez glikozilacije za prodomeno namreč znaša 21,6 kDa. Tudi tu se lepo vidi, 
da se v vzorcu, kjer smo dializo izvajali v pufru brez NaCl, obori več nezrele oblike  
mel-TACE-EX.  
 
Ugotovili smo, da koncentracija NaCl v dializnem pufru pomembno vpliva na čistost vzorca, 
zato smo izvedli dodaten obsežnejši eksperiment, v katerem smo preverjali vpliv koncentracije 
soli v dializnem pufru na količino in čistost mel-TACE-EX po IEX. Rezultati eksperimenta so 
predstavljeni v nadaljevanju v poglavju 4.4.2.2 Vpliv soli v dializnem pufru na čiščenje mel-
TACE-EX. 
 
Vzorce mel-TACE-EX, ki smo jih očistili v zgoraj predstavljenem eksperimentu smo združili 
z vzorci dodatnih izolacij IEX, ki so predstavljene v poglavju 4.4.2.2 in dokončno očistili s 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti.  
 




4.3.3 Čiščenje s kromatografijo z ločevanjem po velikosti 
Zadnjo stopnjo čiščenja mel-TACE-EX smo izvedli s kromatografijo z ločevanjem po velikosti 
(SEC). S SEC smo poskusno očistili 1,33 mg proteina (1,9 ml , c = 0,7 mg/ml). Vzorec smo 
pripravili tako, da smo združili in skoncentrirali elucijske frakcije različnih 
ionskoizmenjevalnih kromatografij (tabela 4.1).  
 
Tabela 4.1: Elucijske frakcije mel-TACE-EX različnih ionskoizmenjevalnih kromatografij, ki smo jih 
združili za čiščenje s SEC. SEC smo izvajali z vzorci očiščenimi s petimi ločenimi IEX. Združili smo vzorec iz 
prvega, manjšega izražanja (v 600 ml), ki predstavlja le 1/3 celotnega vzorca po IMAC in štiri vzorce iz drugega, 
večjega izražanja (v 1200 ml), ki je podrobneje opisano v poglavju 4.4.2.1. 
Izražanje Vzorec očiščen z IEX Frakcije 
izražanje v 600 ml po dializi v pufru s 100 mM NaCl 2 in 3 
izražanje v 1200 ml 
po dializi v pufru brez NaCl 4 in 5 
po dializi v pufru s 50 mM NaCl 4 in 5 
po dializi v pufru s 100 mM NaCl 2 in 3 
po dializi v pufru s 150 mM NaCl 1 in 2 
 
Iz analize elucijskih frakcij z NaDS-PAGE je razvidno, da je bilo čiščenje mel-TACE-EX 
uspešno (slika 4.14). Po združitvi frakcij 3-8 je bila količina očiščenega mel-TACE-EX 0,3 mg, 
kar ustreza približno 0,21 mg proteina/l kulture insektnih celic. 
 
 
Slika 4.14: Čiščenje vzorca mel-TACE-EX s SEC. A – Elucijski diagram SEC za mel-TACE-EX (pretok  
1 ml/min). B – Analiza eluiranih frakcij po SEC z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Številke 1–8 predstavljajo frakcije, 
ki so označene tudi na elucijskem diagramu. Z rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. 
 
Zaradi nizkih izkoristkov, smo se odločili protokol za izražanje in čiščenje mel-TACE-EX 
optimizirati. 




4.4 Optimizacija izražanja in čiščenja mel-TACE-EX 
4.4.1 Optimizacija izražanja  
Ker za izražanje proteina mel-TACE-EX še nismo imeli ustaljenega protokola, smo izvedli 
optimizacijo posameznih parametrov izražanja. Optimizirali smo količino virusa, s katerim 
okužimo celice (MOI), čas izražanja in koncentracijo celic ob okužbi.  
 
4.4.1.1 Optimizacija količine virusa in časa izražanja  
Pri izražanju proteinov z bakulovirusnim sistemom, količino virusa, s katero okužimo celice po 
navadi podamo z multipliciteto infekcije (MOI). To je količina, ki nam pove, kakšno je razmerje 
med številom virusnih delcev in številom celic v poskusu. Če je MOI 10, to pomeni, da je v 
poskusu virusnih delcev 10-krat več kot celic. Da bi ugotovili, pri kateri MOI se naš protein 
najbolje izraža smo najprej morali določiti titer virusa V2. 
 
Titer virusa smo določili z metodo mejne redčitve (ang. end point dilution assay). Pri tej metodi 
celice v plošči s 96 jamicami okužimo z različnimi redčitvami virusa in na podlagi števila 
okuženih jamic pri določeni redčitvi izračunamo titer virusa. Primer izračuna je podrobneje 
opisan v poglavju 3.2.3.3.1 Metoda mejne redčitve. Titer virusa je v našem primeru znašal  
5,5 × 108 pfu/ml. Da bi ugotovili, ali je titer s časom stabilen smo ga po 4 mesecih ponovno 
določili po enakem postopku. Titer je znašal 4,4 × 108 pfu/ml. Pokazali smo, da titer virusa s 
časom sicer malo pada, vendar je dovolj stabilen, da je še vedno primeren za izvedbo izražanja.  
 
Izražanje mel-TACE-EX smo preverjali pri MOI 0,5, 1, 5, 10 in 20. Vzorce medija smo pobrali 
2 in 4 dni po okužbi z bakulovirusom in proteine oborili s TCA (4.4.1.1.2 Optimizacija 
multiplicitete infekcije). Vzorce smo analizirali s prenosom western in detekcijo s protitelesom 
anti-His6. Intenziteto lis smo izračunali z uporabo programa Image Lab in jih zaradi 
preglednosti normalizirali glede na intenziteto najšibkejše lise (slika 4.15). 
 
 
Slika 4.15: Učinkovitost izražanja mel-TACE-EX pri različnih količinah virusa (0,5, 1, 5, 10, 20 MOI) po 2 
in 4 dnevih izražanja. A – Detekcija mel-TACE-EX z anti-His6 protitelesom. B – Intenzitieta lis mel-TACE-EX 
označenih protitelesom anti-His6 normalizirana glede na liso z najnižjo intenziteto. 




Le na podlagi tega rezultata optimalne količine virusa nismo mogli določiti, ker smo ugotovili, 
da sta količina virusa in čas izražanja proteina med seboj povezana. V nadaljevanju smo zato 
optimalni čas izražanja proteina preverjali tudi pri več različnih MOI.  
 
Preverili smo, koliko mel-TACE-EX se nahaja v vzorcih medija po 1, 2, 3 in 4 dnevih pri MOI 
0,5, 5 in 20. Vzorce smo analizirali na enak način kot zgoraj. Ponovno smo intenzitete lis zaradi 
preglednosti normalizirali glede na intenziteto najšibkejše lise (slika 4.16).  
 
Največ proteina smo dobili pri MOI 0,5 po 3 oz. 4 dneh in pri MOI 5 po 2 oziroma 3 dneh. 
Opazimo lahko, da pri nižjih količinah virusa dobimo več proteina (pri MOI 0,5 in 5), vendar 
pa se maksimalna količina mel-TACE-EX pojavi kasneje, kot če celice okužimo z večjo 
količino virusa. Ugotovili smo, da je za izražanje mel-TACE-EX celice bolje okužiti z nižjo 
koncentracijo virusa in izražanje izvajati 3 dni. 
 
Do sedaj smo izražanja izvajali pri MOI 20, 3 dni. Vidimo lahko, da za izražanje  
mel-TACE-EX ta kombinacija ni bila ustrezna, in da je količina proteina, ki smo ga dobili, 
skoraj za tretjino manjša od maksimalne.  
  
 
Slika 4.16: Učinkovitost izražanja mel-TACE-EX glede na čas in količino virusa. A – Detekcija  
mel-TACE-EX s protitelesom anti-His6. B – Intenziteta lis mel-TACE-EX označenih anti-His6 protitelesom, 
normalizirana glede na liso z najnižjo intenziteto. 
 
Zanimalo nas je tudi, ali se s količino virusa in časom izražanja spreminja tudi količina 
prooblike mel-TACE-EX. Iste vzorce smo zato analizirali tudi s protitelesom anti-TACE, ki 
specifično prepozna proobliko TACE (slika 4.17). Opazimo lahko, da kljub temu, da je količina 
mel-TACE-EX pri MOI 0,5 in 5 po 2 oziroma 3 dneh primerljiva, je prooblike pri višji 
koncentraciji virusa (MOI 5) več. Hkrati smo opazili tudi, da je količina prooblike proteina v 
vzorcu zelo majhna, saj jo manj občutljivo protitelo proti heksahistidinski oznaki ne zazna.  
 
 





Slika 4.17: Učinkovitost izražanja prooblike mel-TACE-EX glede na čas in količino virusa. A – Detekcija 
prooblike mel-TACE-EX s protitelesom anti-TACE (B6). Z modro puščico je označena prooblika mel-TACE-EX, 
z zeleno pa odcepljena prodomena TACE. B – Intenziteta lis prooblike mel-TACE-EX označenih s protitelesom 
anti-TACE (B6), normalizirana glede na liso z najnižjo intenziteto.  
  




4.4.1.2 Optimizacija koncentracije celic ob začetku izražanja 
Z upoštevanjem rezultatov prejšnjega poskusa smo optimizacijo koncentracije celic ob začetku 
izražanja izvajali pri dveh različnih MOI – 0,5 in 5 (slika 4.18). Pripravili smo suspenzije celic 
s koncentracijami 1, 1,5, 2, 2,5, 3 × 106 celic/ml, ki smo jih okužili z ustreznimi količinami 
virusa V2 (tabela 3.25). Vzorce smo pobirali po 2 in 3 dneh. 
 
 
Slika 4.18: Analiza proteinov oborjenih iz medija celic s koncentracijami 1, 1,5, 2, 2,5, 3 × 106 celic/ml dva 
in tri dni po okužbi s protitelesom anti-His6. A – Detekcija mel-TACE-EX s protitelesom anti-His6 pri MOI 0,5. 
Za referenco smo na isti gel nanesli tudi vzorca po 2 in 3 dneh pri MOI 5 in c = 2 × 106 celic/ml. B – Intenziteta 
lis mel-TACE-EX označenih z anti-His6 protitelesom, normalizirana glede na liso z najnižjo intenziteto pri MOI 
0,5. C – Detekcija mel-TACE-EX s protitelesom anti-His6 pri MOI 5. Za referenco smo na isti gel nanesli tudi 
vzorca po 2 in 3 dneh pri MOI 0,55 in c= 1,5 × 106 celic/ml. D – Intenziteta lis mel-TACE-EX označenih  
anti-His6 protitelesom, normalizirana glede na liso z najnižjo intenziteto pri MOI 5. 
 
Pri MOI 5 (višji koncentraciji virusa) lahko opazimo, da količina proteina narašča z naraščajočo 
koncentracijo celic, dokler se pri koncentraciji 2,5–3 × 106 celic/ml ne ustali. Enakega trenda 
pri nižji koncentraciji virusa ni. Količine mel-TACE-EX so v primeru količine virusa 0,5 v 
povprečju nižje od tistih, ki jih dobimo, če protein izražamo pri MOI 5, zato smo sklepali, da je  
za izražanje mel -TACE-EX optimalna koncentracija celic okrog 2,5 × 106 celic/ml.  
 
Ugotovili smo, da je za izražanje mel TACE-EX optimalno, če celice s koncentracijo  
2,5 × 106 celic/ml, okužimo z virusom pri MOI 5 in medij celic poberemo 3 dni po okužbi. 
 
  




4.4.2 Optimizacija čiščenja mel-TACE-EX 
V postopku optimizacije čiščenja smo želeli preveriti vpliv avtoproteolize TACE-EX med 
čiščenjem in vpliv soli v dializnem pufru na čistost in količino mel-TACE-EX po IEX.  
4.4.2.1 Avtoproteoliza TACE 
Ker je TACE proteaza, za katero je značilno, da se lahko avtoproteolitično cepi med ostanki 
Y352-V35353, nas je zanimalo, ali je tudi avtoproteoliza eden izmed vzrokov za nižji končni 
izkoristek. 
 
V ta namen smo pripravili vzorce TACE pri treh različnih pogojih: v 20 mM Hepes, pH 7,5, 
brez vsega, s 150 mM NaCl in z 10 μM inhibitorjem GW280264X. Vzorce smo različno dolgo 
(0 h, 1 h, 1 dan in 1 teden) inkubirali pri 4 °C in pri sobni temperaturi ter analizirali z  
NaDS-PAGE (slika 4.19). Korake čiščenja TACE smo namreč najpogosteje izvajali pri teh 
dveh temperaturah v 20 mM Hepes, pH 7,5 z različnimi koncentracijami soli.  
 
Pri avtoproteolitični cepitvi mel-TACE-EX nastaneta dva produkta, dolžine 138 in 318 
aminokislinkih ostankov. Ocenjeni masi razpadnih produktov brez upoštevanja glikozilacije, 
znašata 15 kDa za N-končni in 35 kDa za C-končni fragment. 
 
Opazimo lahko le eno dodatno liso pri približno 40 kDa v vzorcu brez soli ali inhibitorja pri  
25 °C po 1 tednu inkubacije. Lisa, ki jo opazimo ustreza velikosti C-končnega fragmenta  
mel-TACE-EX (35 kDa) ob upoštevanju glikozilacije.  
 
 
Slika 4.19: Avtoproteoliza mel-TACE-EX. Vzorce smo analizirali v 20 mM Hepes, 7,5 brez vsega (Ø), z 
dodatkom 150 mM NaCl (NaCl) in z 10 μM inhibitorjem GW280264X (I) pri 4 °C ali pri sobni temperaturi  
(25 °C) in jih inkubirali 0 h, 1 h, 1 dan in 1 teden. Z rdečo puščico je označen cel mel-TACE-EX, z zeleno pa  
C-končni razgradni produkt (35 kDa) . 
 
Opazimo lahko, da pri običajnih pogojih čiščenja večjih izgub proteina zaradi avtoproteolize 
TACE ni. Učinkovito lahko avtoproteolizo preprečimo že z odsotnostjo reakcijskega pufra in 
nizkimi temperaturami, dodatno pa tudi z dodatkom 150 mM NaCl.  




4.4.2.2 Vpliv soli v dializnem pufru na čiščenje mel-TACE-EX 
Količina NaCl v dializnem pufru lahko vpliva tako na stabilnost in čistost našega konstrukta, 
kot tudi na njegovo sposobnost vezave na ionskoizmenjevalno kolono. Ker smo že pri prvem 
izražanju proteina mel-TACE-EX ugotovili, da količina NaCl pomembno vpliva na čistost 
proteina (4.3.2 Ionskoizmenjevalna kromatografija), nas je zanimalo, kako vpliva na vezavo 
proteina na kolono in posledično na količino proteina po IEX.  
 
V ta namen smo mel-TACE-EX izrazili v 1,2 l suspenziji insektnih celic ter medij po 3 dnevih 
očistili in skoncentrirali z nikljevo afinitetno kromatografijo. Po IMAC smo 20 ml vzorca s 
koncentracijo 1 mg/ml (20 mg vzorca) razdelili na 4 enake dele in jih dializirali v 20 mM Hepes, 
pH 7,5, s štirimi različnimi koncentracijami NaCl (0, 50, 100 in 150 mM). Po dializi smo z 
NaDS-PAGE analizirali vse 4 vzorce in pripadajoče oborine (slika 4.20). Ponovno lahko 
opazimo, da je količina zrele oblike mel-TACE-EX v vseh štirih primerih približno enaka, le, 
da se v primeru dialize v pufru brez NaCl obori več nečistoč.  
 
 
Slika 4.20: Izolacija mel-TACE-EX z nikljevo afinitetno kromatografijo za analizo vpliva soli na čiščenje 
mel-TACE-EX. A – Elucijski diagram IMAC za mel-TACE-EX (gradient: 10 min, pretok 2,5 ml/min).  
B – Analiza vzorcev po IMAC in po dializi v štirih različnih dializnih pufrih (20 mM Hepes, pH 7,5 z 0, 50, 100 
ali 150 mM NaCl) z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Z rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. 
Z vsemi štirimi vzorci smo ločeno izvedli tudi štiri ionskoizmenjavalne kromatografije  
(slika 4.21). Koncentracije vzorcev, ki smo jih izmerili po dializi in količine mel-TACE-EX, ki 
smo jih ocenili z integriranjem vrhov so navedene v tabeli 4.2.  





Slika 4.21: Vpliv soli v dializnem pufru na izkoristek čiščenja mel-TACE-EX z IEX. A – Elucijski diagram 
(gradient: 20 min, pretok 2,5 ml/min) in analiza eluiranih frakcij z NaDS-PAGE za vzorec brez soli. B – Elucijski 
diagram (gradient: 20 min, pretok 2,5 ml/min) in analiza eluiranih frakcij z NaDS-PAGE za vzorec s 50 mM NaCl.  
C – Elucijski diagram (gradient: 20 min, pretok 1 ml/min) in analiza eluiranih frakcij z NaDS-PAGE za vzorec s 
100 mM NaCl. D – Elucijski diagram (gradient: 10 min, pretok 1 ml/min) in analiza eluiranih frakcij z  
NaDS-PAGE za vzorec s 50 mM NaCl. Številke 1–7 predstavljajo frakcije, ki so označene tudi na elucijskih 
diagramih Z rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. 




Tabela 4.2: Koncentracije vzorcev po dializi in količina TACE po IEX za vzorce po dializi pri različnih 
koncentracijah soli. Količino proteinov smo ocenili iz površine vrhov frakcij, ki smo jih združili za ločevanje s 
SEC. Količino TACE smo ocenili tako, da smo površine vrhov množili z deležem TACE v vzorcu, ki smo ga 
določili z uporabo programa Image Lab na podlagi NaDS-PAGE analize posameznih frakcij.  
Dializni pufer Koncentracija po dializi 
Količina proteinov ocenjena 
iz površine vrhov 
Ocenjena količina 
TACE 
20 mM Hepes, brez NaCl 0,54 mg/ml 0,25 mg 0,122 mg 
20 mM Hepes, 50 mM NaCl 0,60 mg/ml 0,22 mg 0,133 mg 
20 mM Hepes, 100 mM 
NaCl 
0,56 mg/ml 0,64 mg 
0,201 mg 
20 mM Hepes, 150 mM 
NaCl 
0,58 mg/ml 0,81 mg  
0,204 mg 
 
Po pomoti smo izolacije izvajali pri različnih pretokih, zato rezultate med seboj težko 
primerjamo. Večje količine proteina sicer opazimo pri višjih koncentracijah soli, vendar zaradi 
napak pri izvedbi eksperimenta tega z gotovostjo ne moremo trditi. Zato smo se odločili 
predpostavko, da je vzorec po IMAC bolje dializirati v pufru brez soli, preveriti še enkrat. Pri 
izražanju in izolaciji pod optimiziranimi pogoji smo zato vzorec ponovno ločili na dva dela in 
dializirali v pufrih brez soli in s 150 mM NaCl.  
  




4.4.3 Izražanje in izolacija mel-TACE-EX pod optimiziranimi pogoji 
Z upoštevanjem vseh zgoraj pridobljenih ugotovitev smo izvedli še zadnje, optimizirano 
izražanje in izolacijo proteina mel-TACE-EX. Protein smo izražali v 1200 ml celične kulture s 
koncentracijo 2,5 × 106 celic/ml. Okužili smo jih z virusom pri multipliciteti infekcije (MOI) 5 
in protein izražali 3 dni.  
Protein smo iz gojišča izolirali z nikljevo afinitetno kromatografijo. Kromatogram je prikazan 
na sliki 4.22. Po IMAC smo dobili približno 30 ml vzorca s koncentracijo 0,85 mg/ml, kar znaša 
približno 25,5 mg proteinov. To je 5,5 mg proteinov več, kot smo jih dobili pri predhodnem 
izražanju v 1200 ml (poglavje 4.4.2.2).  
Zaradi nejasnih rezultatov v poglavju 4.4.2.2. pri analizi vpliva soli na količino mel-TACE-EX, 
smo se odločili dializo izvajati tako v pufru brez NaCl, kot tudi v pufru s 150 mM NaCl. V 
vsakem izmed pufrov smo dializirali po 15 ml vzorca po IMAC (po približno 12,8 mg proteina). 
Analiza vzorcev po dializi je prikazana na sliki 4.22-B. Ponovno lahko opazimo, da je količina 
mel-TACE-EX po dializi pri obeh količinah soli približno enaka, le da je v primeru dialize v 
pufru s 150 mM soljo v vzorcu prisotnih več nečistoč.  
 
Slika 4.22: Izolacija mel-TACE-EX z  nikljevo afinitetno kromatografijo. A – Elucijski diagram IMAC za 
mel-TACE-EX (gradient: 10 min, pretok 2,5 ml/min). B – Analiza vzorcev po IMAC in po dializi v dveh dializnih 
pufrih (20 mM Hepes, pH 7,5 in 20 mM Hepes, pH 7,5 s 150 mM NaCl) z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Z rdečo 
puščico je označen mel-TACE-EX. 
 
Vzorca smo ločeno očistili z ionskoizmenjevalno kromatografijo in s kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti (sliki 4.23 in 24). Izmerjene količine proteinov v vzorcih po 
posameznih stopnjah so zbrane v tabeli 4.3. 
 
Opazimo lahko, da je količina mel-TACE-EX po SEC v vzorcu, ki smo ga dializirali v pufru 
brez soli, skoraj še enkrat višja od vzorca, ki smo ga dializirali v pufru s 150 mM NaCl. Končni 
vzorec je tudi bolj čist. Za naš konstrukt je dializa v pufru brez soli torej bolj optimalna.  
 




Tabela 4.3: Količine proteinov v vzorcu po posameznih stopnjah čiščenja mel-TACE-EX.  
Vzorec  Po IMAC Po dializi Po IEX Po SEC 
dializa v 20 mM 
Hepes 
12,8 mg 6,6 mg 2,1 mg 0,75 mg 
dializa v 20 mM 
Hepes, 150 mM 
NaCl 
12,8 mg 9,23 mg 1,6 mg 0,426 mg 
 
V primeru vzorca brez soli smo za čiščenje s SEC skoncentrirali frakcije 3, 4, 5 in 6  
(slika 4.23-B), v primeru vzorca s 150 mM NaCl pa frakcije 1, 2, 3 in 4 (slika 4.24-B). Za 
končni vzorec smo v primeru vzorca dializiranega v pufru brez soli skoncentrirali frakciji 4 in 
5, v primeru 150 mM soli pa frakcije 3, 4 in 5.  
 
 
Slika 4.23: Čiščenje vzorca mel-TACE-EX, dializiranega v pufru brez NaCl, z IEX in SEC. A – Elucijski 
diagram IEX za mel-TACE-EX (gradient: 20 min, pretok 1 ml/min). B – Analiza eluiranih frakcij po IEX z  
NaDS-PAGE (12,5 % gel). Številke 1–7 predstavljajo frakcije, ki so označene tudi na elucijskem diagramu. Z 
rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. C – Elucijski diagram SEC za mel-TACE-EX (pretok 1 ml/min).  
D – Analiza eluiranih frakcij po SEC z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Številke 1–8 predstavljajo frakcije, ki so 
označene tudi na elucijskem diagramu. Z rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. Frakcije, ki smo jih izbrali za 
nadaljnjo analizo so odebeljene.  





Slika 4.24:Čiščenje vzorca mel-TACE-EX, dializiranega v pufru s 150 mM NaCl, z IEX in SEC.  
A – Elucijski diagram IEX za mel-TACE-EX (gradient: 20 min, pretok 1 ml/min). B – Analiza eluiranih frakcij 
po IEX z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Številke 1–7 predstavljajo frakcije, ki so označene tudi na elucijskem 
diagramu. Z rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. C – Elucijski diagram SEC za mel-TACE-EX (pretok  
1 ml/min). D – Analiza eluiranih frakcij po SEC z NaDS-PAGE (12,5 % gel). Številke 1–8 predstavljajo frakcije, 
ki so označene tudi na elucijskem diagramu. Z rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. Frakcije, ki smo jih izbrali 
za nadaljnjo analizo so odebeljene. 
 
Za izračun optimalnega izkoristka smo uporabili vzorec, ki smo ga dializirali v pufru brez soli. 
Končni izplen mel-TACE-EX po optimizaciji znaša 1,25 mg/ liter celične kulture. To je kar 
šestkrat več, kot pri prvi, poskusni izolaciji. Vzorce po posameznih stopnjah čiščenja smo 
nanesli na NaDS-PAGE (slika 4.25) in iz intenzitet lis izračunali odstotek mel-TACE-EX v 
vzorcu po posameznih stopnjah čiščenja (tabela 4.4).  
 
 
Slika 4.25: Analiza vzorca po posameznih stopnjah čiščenja. Z rdečo puščico je označen mel-TACE-EX. 




Tabela 4.4: Analiza izkoristka po posameznih stopnjah čiščenja. Količino proteinov smo po posamezni stopnji 




(iz 600 ml kulture) 
Delež mel-TACE-EX 
Količina mel-TACE-EX 
(iz 600 ml kulture) 
po IMAC 12,8 mg 36,4 % 4,6 mg 
po dializi 6,6 mg 50,7 % 3,3 mg 
po IEX 2,1 mg 55,7 % 1,2 mg 
po SEC 0,75 mg 82,9 % 0,6 mg 
 
Glede na analizo med izolacijo izgubimo skoraj 90 % našega proteina. Največ ga izgubimo na 
račun izvajanja ionskoizmenjevlane kromatografije, hkrati pa se čistost vzorca na tem koraku 
bistveno ne poveča. Zanimivo je, da je vzorec na koncu te izolacije manj čist kot je bil pri 
predhodnih izolacijah. Vzrok bi lahko bil to, da smo uporabili drugo, manjšo kolono za SEC in 
so se nečistoče slabše ločile.  
 
Vseeno pa smo v sklopu magistrskega dela uspeli izplen proteina povečati kar za šestkrat. S 
tem smo uspeli pripraviti zadostne količine mel-TACE-EX za nadaljnje analize in teste cepitve 
proteina EpCAM.  
 
  




4.4.4 Preverjanje pravilnosti zvitja mel-TACE-EX s cirkularnim dikroizmom  
Z merjenjem cirkularnega dikroizma smo preverili ali je konstrukt mel-TACE-EX pravilno zvit. 
Spekter mel-TACE-EX je prikazan na sliki 4.26.  
 
 
Slika 4.26: CD-spekter mel-TACE-EX. Spekter smo snemali na spektropolarimetru AVIV 62A DS pri 25 °C, 
koncentracija proteina v vzorcu je bila 2,87 μM. 
 
Deleže sekundarnih struktur smo določili s programom BESTSEL60. Ker tridimenzionalna 
struktura ektodomene TACE še ni znana, smo dobljene deleže sekundarnih struktur primerjali 
z deleži, ki smo jih na podlagi modela izračunali z uporabo programov PDB2CD66 in BESTSEL 
(tabela 4.5). Model, ki smo ga uporabili za analizo smo pripravili s programom I-Tasser na 
podlagi strukture zunajcelične domene proteina ADAM109 (slika 1.1, 1.1.1 Zgradba in 
regulacija aktivnosti TACE).  
 
Tabela 4.5: Primerjava deležev sekundarnih struktur konstrukta mel-TACE-EX in modela na podlagi 
ADAM10. Deleži sekundarnih struktur so bili izračunani s programom BESTSEL.  
Sekundarna struktura Ocenjen delež za mel-TACE-EX Ocenjen delež za model 
α-vijačnica 21,1 24,9 
β-nagubana površina -paralelna 22,7 22,7 
β-nagubana površina -antiparalelna 0 0 
β-zavoj 15,2 13,3 
preostanek 41,0 39,1 
 
Opazimo lahko, da se deleži sekundarnih struktur za mel-TACE-EX in model med seboj dobro 
ujemajo. Sklepamo lahko, da je naš konstrukt pravilno zvit, in da ga lahko uporabimo za 









4.5 Testi cepitve z mel-TACE-EX 
Glavni cilj magistrskega dela je bil s pripravljenim konstruktom mel-TACE-EX cepiti različne 
oblike ektodomene proteina EpCAM (EpEX).  
 
Analizo cepitve je oviralo dejstvo, da se pri cepitvi ektodomene s TACE odcepi zelo kratek 
fragment 20 aminokislinskih ostankov (2,1 kDa), ki ga težko zaznamo z običajno analizo z 
NaDS-PAGE.  
 
Prvo cepitev smo zato izvedli na substratu EpEX-sfGFP. Izbrani konstrukt je glikoziliran in 
ima na C-koncu pripet super zvijajoči zeleni fluorescenčni protein (EpEX-sfGFP), zato po 
cepitvi nastaneta dva fragmenta dolžine 221 (N-končni fragment, 28,5 kDa) in 259 (C-končni 
fragment, 24,6 kDa) aminokslinskih ostankov, ki ju enostavno zaznamo na NaDS-PAGE. 
Pokazano je bilo, da je pripravljen konstrukt v raztopini monomer (Katedra za biokemijo, 
FKKT UL, neobjavljeno). Predvideva se, da dimerizacijo EpEX-sfGFP ovira na C-konec 
pripeti sfGFP. Substrat smo uporabili za potrditev hipoteze, da lahko TACE brez dodatnih 
zunanjih faktorjev specifično prepozna in cepi EpCAM.  
 
Cepitev smo izvajali 1 h in 24 h pri 37 °C pri masnih razmerjih proteaze in substrata 1:10 in 
1:2. Rezultate smo analizirali z 12,5 % NaDS-PAGE (slika 4.27).  
 
 
Slika 4.27: Cepitev proteina EpEX-sfGFP z mel-TACE-EX. A – Shematski prikaz EpEX-GFP. EpEX je 
obarvan enako kot na sliki 1.8 (PDB: 4mzv in 2b3p). B – Cepitev EpEX-sfGP s TACE. Cepitev smo izvajali 1 h 
in 20 h pri 37 °C pri masnih razmerjih proteaze in substrata 1:10 in 1:2. k vsakemu pogoju pa smo dodali tudi 
kontrolna vzorca mel-TACE-EX (samo TACE) in EpEX-GFP (samo EpEX). mel-TACE-EX je označen z rdečo, 
EpEX-GFP s črno, N-končni fragment EpEX-GFP z modro, C-končni fragment pa z zeleno puščico. 
 
Razvidno je, da do cepitve proteina EpCAM pride pri obeh testiranih pogojih. Cepitev ni zelo 
učinkovita, kar bi lahko bila posledica slabe aktivnosti encima ali pa prisotnosti sfGFP, ki bi 
lahko sterično oviral cepitev. Konstrukt je tudi glikoziliran, zato bi cepitev lahko ovirale tudi 
glikanske verige. 




 Cepitev smo izvedli tudi s konstruktoma ngEpEX (slika 4.28-A) in ngEpEX-TY  
(slika 4.28-B). Prvi je neglikozilirana ekodomena proteina EpCAM, drugi pa vsebuje mutacije, 
ki preprečujejo dimerizacijo monomerov. Pokazano je bilo, da je prvi konstrukt dimer, drugi pa 
monomer (Katedra za biokemijo, FKKT UL, neobjavljeno). Ker cepitve teh dveh substratov, 
zaradi odcepa zelo majhnega fragmenta, nismo mogli analizirati z NaDS-PAGE, smo cepitev 
analizirali s prenosom western. Konstrukta sta namreč na C-koncu označena s heksahistidinsko 
oznako, ki se po cepitvi s TACE odstrani. Cepitev smo spremljali tako, da smo vzorce na 
membrani označili s protitelesom anti-His6-HRP in opazovali ali se intenziteta lise substrata po 
cepitvi zmanjša.  
 
Cepitev smo izvajali 1 h in 20 h pri 37 °C ter masnih razmerjih proteaze in substrata 1:10 in 1:2 
in 1:1 (molska razmerja približno 1:20, 1:4 in 1:2). Rezultate smo analizirali s prenosom 
western (slika 4.28). V obeh primerih lisa pri velikosti 35 kDa ustreza necepljeni monomerni 
obliki proteina EpCAM. Odcepljenega C-končnega fragmenta, ki vsebuje His6-oznako, zaradi 
majhne velikosti (2,1 kDa), po prenosu western nismo opazili. Dimerna oblika ngEpEX se sicer 
cepi, vendar v veliko manjši meri kot monomerni mutant EpEX (ngEpEX-TY). Oligomerno 
stanje proteina EpCAM očitno ključno vpliva na stopnjo proteolize s TACE.  
 
 
Slika 4.28: Cepitev ngEpEX in ngEpEX-TY z mel-TACE-EX. Cepitev smo izvajali 1 h in 20 h pri 37 °C, pri 
masnih razmerjih proteaze in substrata 1:10 in 1:2 in 1:1. k vsakemu pogoju pa smo dodali tudi kontrolna vzorca 
mel-TACE-EX (samo TACE) in ngEpEX ali ngEpEX-TY (samo EpEX). Vzorce smo analizirali s protitelesom 
anti-His6. A – Rezultat cepitve ngEpEX. ngEpEX je označen s črno puščico. B – Rezultat cepitve ngEpEX-TY. S 
črno puščico je označen ngEpEX-TY, s sivo pa nečistoča. EpEX je obarvan enako kot na sliki 1.8 (PDB: 4mzv).  
 
 





Proteaza TACE je zaradi svoje šedazne aktivnosti pomemben regulator različnih poti celičnega 
signaliziranja. Eden izmed substratov, ki jih cepi, je tudi epitelijska celična adhezijska molekula 
(EpCAM). Ta se pogosto povišano izraža pri karcinomih in je zato pomembna tarča za 
protirakave terapije. Cepitev z metaloproteazo TACE je prvi korak v signalni poti, ki se prične 
z regulirano intramembransko proteolizo in sproži proliferacijsko funkcijo proteina EpCAM46.  
Tako mehanizmi, ki sprožijo signalno pot, kot tudi sam mehanizem cepitve proteina EpCAM, 
še niso popolnoma pojasnjeni67. EpCAM se na celični membrani namreč nahaja v dimerni 
obliki. Z analizo z masno spektrometrijo so identificirali cepitvena mesta za TACE, ki se 
nahajajo v žlebu med obema monomeroma in so tako v dimerni obliki proteazi TACE težko 
dostopna46. 
 
Predlaganih je bilo več hipotez, ki razložijo, kako kljub nedostopnosti cepitvenih mest EpCAM 
cepi TACE. Ena hipoteza predlaga, da obstaja med dimerno in monomerno obliko ravnotežje, 
in da se EpCAM na celični površini začasno nahaja tudi v monomerni obliki. Možna razlaga je 
tudi, da pride zaradi interakcij s TACE do ločitve monomerov in cepitve. Tretja možnost pa je, 
da so za razpad na monomere odgovorni drugi faktorji, ki jih še ne poznamo46. 
 
Da bi odkrili, ali dimerizacija EpCAM res ovira cepitev s TACE ter ali so za prepoznavo 
substrata in cepitev potrebni še kakšni drugi faktorji, smo morali pripraviti in očistiti proteazo 
TACE ter pripravljen konstrukt uporabiti za analizo cepitve proteina EpCAM in vitro. Ker je 
TACE glikoziliran transmembranski protein, ki vsebuje disulfidne vezi, smo se ga odločili 
izražati v insektnih celicah Sf9.  
 
Priprava zapisov za proteinske konstrukte 
 
Ker nismo vedeli, kakšni konstrukti se bodo v izbranem sistemu najbolje izražali, smo načrtali 
zapise za šest različnih konstruktov proteina TACE. Zapise smo želeli pripraviti v dveh 
zaporednih reakcijah PCR. V drugem krogu reakcij smo naleteli na težavo, saj se zapis, kljub 
spreminjanju številnih parametrov reakcije PCR, ni pomnožil. Pri preizkušanju različnih 
parametrov smo ugotovili, da se krajši segmenti zaporedja brez težav pomnožijo, zato smo se 
odločili zapise za konstrukte pripraviti v dveh delih in jih v vektor vstaviti preko dveh reakcij 
SLiCE. Za izvedbo tega načrta smo morali v zaporedje TACE s tiho mutacijo uvesti dodatno 
restrikcijsko mesto, ki nam je omogočilo linearizacijo plazmida po 1. reakciji SLiCE. Na ta 
način nam je uspelo pripraviti zapise za vseh šest načrtovanih konstruktov. Pripravili smo zapise 
za divji tip celotnega proteina (TACE-FL) in zunajcelično regijo proteina TACE (TACE-EX). 
Zapise smo pripravili tako z izvornim signalnim peptidom (wt-TACE-FL in wt-TACE-EX), kot 
tudi s signalnim peptidom čebeljega melitina (mel-TACE-FL in mel-TACE-FL), ki pri 
izražanju heterolognih proteinov v insektnih celicah pogosto poveča učinkovitost izražanja51. 
Poleg tega smo pripravili tudi zapisa za neglikozilirana mutanta z izvornim signalnim peptidom 
(ng-TACE-FL in ng-TACE-EX), ki bi nam lahko omogočila študiranje vpliva glikozilacije na 
cepitev in morebitne kristalizacijske študije (slika 4.2).  




Analiza izražanja proteinskih konstruktov 
 
V insektnih celicah so se uspešno izražali štirje izmed šestih načrtanih konstruktov (slika 4.9). 
Na podlagi velikosti lis predvidevamo, da se v zreli obliki izražajo vsi trije konstrukti, ki 
vsebujejo zapis za celoten protein TACE (TACE-FL). Po pričakovanjih so vsi trije prisotni v 
netopnih frakcijah, saj vsebujejo transmembranske regije in se zato nahajajo v membranah. 
Rezultati izražanja wt-TACE-FL se skladajo s podatki, objavljenimi v literaturi. Razlikujejo se 
le glede prisotnosti nezrele oblike proteina. Lise, ki bi ustrezala tej obliki v našem primeru ne 
opazimo, medtem ko je v raziskavi prisotna13. Da bi preverili, ali se v našem primeru res izraža 
le zrela oblika TACE-FL, bi lahko izvedli še analizo s prenosom western, kjer bi prisotnost 
nezrele oblike preverjali s protitelesom, ki specifično prepozna prodomeno proteina TACE. V 
literaturi so proteazo TACE v insektnih celicah običajno izražali z izvornim signalnim 
peptidom13, 68, ki pa se je v našem primeru izkazal za manj učinkovitega kot signalni peptid 
čebeljega melitina. Tako v primeru mel-TACE-FL, kot tudi v primeru mel-TACE-EX je bila 
količina zrele oblike proteina večja, kot pri konstruktih, ki so vsebovali izvorni signalni peptid. 
Zanimivo je, da pri mel-TACE-FL opazimo tudi nezrelo obliko TACE, kar bi lahko bila 
posledica povečanega izražanja in zaostanka v procesiranju mel-TACE-FL. Po drugi strani se 
konstrukti zunajceličnih regij proteina TACE (TACE-EX) brez signalnega peptida čebeljega 
melitina sploh niso izražali. Izražal se je le konstrukt mel-TACE-EX, pri katerem smo s 
prenosom western in detekcijo s protitelesi proti heksahistidinski oznaki in proobliki TACE 
pokazali, da se pretežno izraža v zreli obliki (slika 4.13). Ker je za izražanje in analizo cepitve 
proteina EpCAM topna ektodomena TACE bolj primerna, smo nadaljevali z izolacijo in 
čiščenjem tega proteina.  
 
Izražanje in čiščenje mel-TACE-EX  
 
Protein mel-TACE-EX smo izrazili v insektni celični liniji Sf9 in očistili z nikljevo afinitetno 
kromatografijo, ionskoizmenjevalno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti. Izkoristek po prvem poskusnem čiščenju je bil 0,21 mg/l kulture insektnih celic  
(slika 4.14). Ni presenetljivo, da je izkoristek prvega poskusa čiščenja proteina mel-TACE-EX 
nizek. Protokol, ki smo ga uporabili za izolacijo mel-TACE-EX namreč še ni bil optimiziran, 
poleg tega pa smo verjetno nekaj proteina izgubili tudi zaradi izvajanja več ločenih 
ionskoizmenjevalnih kromatografij. Zaradi nizkega začetnega izkoristka smo se odločili 
protokol za izražanje in čiščenje mel-TACE-EX optimizirati.  
 
Optimizacija izražanja in čiščenja mel-TACE-EX 
 
Pokazano je bilo, da na izražanje rekombinantnih proteinov ključno vpliva veliko dejavnikov, 
ki vključujejo količino virusa (multipliciteta infekcije – MOI), s katerim okužimo celice, čas 
izražanja in koncentracijo celic ob začetku izražanja. Optimalni parametri so odvisni tako od 
celične linije, ki jo uporabljamo kot od proteinskega konstrukta, ki ga izražamo47. Pri prvem 
izražanju smo izhajali iz protokola za izolacijo zunajcelične regije proteina EpCAM65. Celicam 
s koncentracijo 2 × 106 celic/ml smo dodali 8 ml amplificiranega virusa V2 na 100 ml celic. Po 
izračunu titra virusa, ki je znašal 5,5 × 108 pfu/ml smo ugotovili, da smo celice pri prvem 




izražanju okužili s približno 20 virusnimi delci/celico (MOI = 20). Za izražanje proteinov se 
najpogosteje uporabljajo MOI od 1 do 10, v določenih primerih pa so opazili, da dajejo nižje 
količine virusa pogosto boljše rezultate, kot višje, čas izražanja pa je pri tem daljši69. To smo 
opazili tudi pri našem poskusu, saj smo največje količine mel-TACE-EX dobili, če smo pri 
MOI 0,5 izražanje izvajali 3 oziroma 4 dni in pri MOI 5, 2 oziroma 3 dni (slika 4.16). Pri 
prvotnih pogojih izražanja (MOI 20, čas izražanja: 3 dni) je bila količina TACE tako skoraj za 
tretjino manjša od maksimalne opažene količine. Možnih razlogov za boljši izkoristek pri nižjih 
koncentracijah virusa je več. Možno je, da pri nizkem MOI celice v kulturi kasneje lizirajo in 
lahko zato v medij sprostijo več rekombinantnega proteina69. Pri nekaterih proteinih (npr. pri 
β-galaktozidazi) pa so ugotovili, da se v poznejših fazah infekcije hitrost znotrajcelične 
razgradnje zmanjša in se količina rekombinantnega proteina na ta račun poviša70. Na koncu 
smo optimizirali še koncentracijo celic ob začetku izražanja. Tu tako velikih razlik nismo 
zaznali. Opazili smo le, da količina proteina pri MOI 5 narašča z naraščajočo koncentracijo 
celic, dokler se pri koncentraciji 2,5–3 × 106 celic/ml ne ustali. Količina mel-TACE-EX je bila 
pri MOI 5 v povprečju večja, kot pri MOI 0,5, zato smo ugotovili, da največ mel-TACE-EX 
dobimo pri koncentraciji celic 2,5 × 106 celic/ml in MOI 5, če izražanje izvajamo 3 dni. Te 
pogoje smo uporabili za izvedbo optimiziranega izražanja mel-TACE-EX.  
 
Zanimalo nas je tudi, ali se s količino virusa in časom izražanja spreminja količina prooblike 
mel-TACE-EX, ki bi lahko motila postopke čiščenja našega proteinskega konstrukta. V ta 
namen smo vzorce analizirali s protitelesom, ki specifično prepozna proobliko TACE. 
Ugotovili smo, da je prooblike mel-TACE-EX sicer več pri višjih koncentracijah virusa, a je 
celokupna količina prooblike nizka, saj jo zaznamo le na membrani, ki smo jo označili z bolj 
specifičnim protitelesom, pri visokem času ekspozicije (slika 4.17), medtem ko je na membrani 
označeni z anti-His6 protitelesom ne. Z manj specifičnim protitelesom jo zaznamo šele, če 
vzorec skoncentriramo z IMAC (slika 4.13). Iz navedenega smo sklepali, da je količina 
prooblike mel-TACE-EX dovolj nizka, da nas pri čiščenju ne bo motila. 
 
Nadaljevali smo z optimizacijo čiščenja, kjer smo želeli preveriti, ali na izkoristek izolacije 
vpliva avtoproteoliza mel-TACE-EX ter kakšen je vpliv soli v dializnem pufru na čistost in 
količino izoliranega mel-TACE-EX po IEX. TACE se lahko namreč avtoproteolitično cepi 
znotraj katalitične domene med ostanki Y352-V35353. Ker bi lahko avtoproteoliza pomembno 
vplivala na končni izkoristek izolacije, nas je zanimalo, ali in v kolikšni meri prihaja do 
avtoproteolitičnih cepitev našega konstrukta med čiščenjem. Ugotovili smo, da je TACE v 
pufru, ki ga uporabljamo za čiščenje, zaradi odsotnosti ionov Zn2+, dovolj neaktiven, da do 
neželenih cepitev ne prihaja. Protein je namreč pri sobni temperaturi ostal stabilen več kot 1 
dan in več kot 1 teden pri 4 °C (slika 4.19). Poleg tega smo ugotovili, da lahko avtoproteolizo 
preprečimo z dodatkom 150 mM NaCl. Slednja ugotovitev se sklada z opažanji iz literature. Že 
Milla in sod. so leta 1999 namreč opazili, da lahko TACE inhibiramo z dodatkom 100 mM 
NaCl13, uporaba inhibitorja GW280264X zato med čiščenjem ni potrebna. Glede na 
kompleksno regulacijo aktivnosti TACE, preko preklopa MPD iz odprte v zaprto obliko19, je 
možno tudi, da se del mel-TACE-EX v vzorcu nahaja v deaktivirani obliki. Da bi preverili 
kakšen odstotek mel-TACE-EX se v vzorcu nahaja v aktivni obliki bi morali izvesti encimski 
test.  





Že pri prvem poskusnem izražanju pa smo opazili, da na čistost mel-TACE-EX pomembno 
vpliva tudi količina NaCl v dializnem pufru (slika 4.10). Po dializi v pufru brez soli je bila 
čistost vzorca namreč veliko večja, medtem ko večjih izgub zaradi obarjanja našega proteina 
nismo opazili. Ker lahko NaCl v dializnem pufru vpliva, ne le na stabilnost in čistost našega 
konstrukta, ampak tudi na njegovo sposobnost vezave na ionskoizmenjevalno kolono, smo 
vzorec dializirali v pufru s štirimi različnimi koncentracijami soli in ločeno analizirali z IEX. 
(sliki 4.20 in 21). Na podlagi rezultatov, ki smo jih dobili, bi sicer lahko ocenili, da večjo 
količino proteina dobimo, če v dializni pufer dodamo sol, vendar predvidevamo, da je za slabši 
izkoristek pri obeh nižjih koncentracijah soli v veliki meri kriv prevelik pretok zaradi česar sta 
se vzorca bolj razredčila. Poskus smo ponovno izvedli, tako, da smo dializo izvajali v pufru 
brez soli in v pufru s 150 mM NaCl. Količina mel-TACE-EX po SEC v vzorcu, ki smo ga 
dializirali v pufru brez soli je skoraj dvakrat višja od vzorca, ki smo ga dializirali v pufru s  
150 mM NaCl (tabela 4.2). S tem smo pokazali, da je za naš konstrukt dializa v pufru brez soli 
bolj optimalna in da so bili navidezno boljši izkoristki v primeru dialize v 150 mM soli 
posledica uporabe napačnega pretoka pri čiščenju. 
 
Optimizirano izražanje in čiščenje mel-TACE-EX 
 
Z upoštevanjem vseh zgoraj navedenih ugotovitev, smo izražanje in čiščenje mel-TACE-EX 
ponovili pod optimiziranimi pogoji. Izražanje smo izvajali v 1200 ml kulture celic s 
koncentracijo 2,5 ×106 celic/ml pri MOI 5. Že po nikljevi afinitetni kromatografiji je bila 
celokupna količina proteinov za petino večja od prejšnjih izolacij (25,5 mg namesto 20 mg). 
Končni izkoristek po optimizaciji je znašal 1,2 mg/ l kulture insektnih celic, kar je kar 6-krat 
več kot pri prvem izražanju mel-TACE-EX. Z analizo vzorcev po posameznih stopnjah čiščenja 
smo ugotovili, da med izolacijo izgubimo skoraj 90 % našega proteina (slika 4.25). Na podlagi 
analize posameznih stopenj sklepamo, da bi lahko čiščenje z ionskoizmenjevalno 
kromatografijo izpustili, saj v tej stopnji izgubimo največji del našega proteina, medtem ko se 
čistost poveča le za 5 %.  
 
Z merjenjem cirkularnega dikroizma smo potrdili, da je konstrukt mel-TACE-EX pravilno zvit. 
Pridobljene deleže sekundarnih struktur smo primerjali z deleži, izračunanimi na podlagi 
modela zunajcelične ektodomene TACE, ki smo jo pripravili s programom I-Tasser. Deleži so 
se med seboj dobro ujemali. S tem smo potrdili hipotezo, da lahko konstrukt mel-TACE-EX 
pripravimo v zadostnih količinah za nadaljnje analize in teste cepitve ektodomen proteina 
EpCAM. 
 
Analiza cepitve ektodomen proteina EpCAM  
 
Očiščen mel-TACE-EX smo uporabili za analizo prve cepitve topnih ektodomen proteina 
EpCAM in vitro. S tem smo želeli potrditi hipotezi, da lahko TACE brez dodatnih zunanjih 
faktorjev prepozna in specifično cepi EpCAM, ter da se mora EpCAM za cepitev nahajati v 
monomerni obliki. 
 




S cepitvijo konstrukta EpEX-sfGFP smo pokazali, da je konstrukt mel-TACE-EX aktiven ter 
da je za prepoznavo in cepitev zadostna le prisotnost proteaze TACE (slika 4.27). Cepitev 
EpEX-sfGFP sicer ni bila zelo učinkovita, kar smo si razlagali na tri načine. Slabša učinkovitost 
cepitve bi lahko bila posledica slabe aktivnosti encima, možno pa je tudi, da sfGFP na C-koncu 
sterično ovira cepitev. EpEX-sfGFP je v raztopini namreč monomer, čeprav EpEX brez sfGFP 
običajno tvori dimere. Glede na to, da prisotnost sfGFP preprečuje dimerizacijo EpEX, bi bilo 
možno, da ovira tudi cepitev s TACE. Konstrukt EpEX-sfGFP je poleg tega tudi glikoziliran, 
zato je lahko še en razlog za slabšo aktivnost TACE prisotnost glikanskih verig. 
 
Cepitev smo izvajali tudi s konstruktoma ngEpEX (neglikoziliran EpEX, ki tvori dimere) in ng-
EpEX-TY, ki je monomerni mutant ngEpEX. Ugotovili smo, da se monomerni mutant ngEpEX 
s TACE cepi v veliko večji meri kot dimer ngEpEX (slika 4.28). S tem smo pokazali, da je za 
cepitev oligomerno stanje proteina EpCAM zelo pomembno in da v dimerni obliki res pride do 
steričnega oviranja, ki proteazi otežuje dostop do cepitvenih mest. S tem smo potrdili hipotezo, 
da se mora EpCAM za cepitev s TACE nahajati v monomerni obliki. Hkrati smo potrdili tudi, 
da je bila slabša učinkovitost cepitve EpEX-sfGFP verjetno posledica prisotnosti sfGFP ali 
glikanskih verig in ne slabe aktivnosti encima. Glikozilacija, bi lahko vplivala tudi na cepitev 
in vivo, saj je divji tip proteina EpCAM prav tako kot EpEX-sfGFP glikoziliran. Da bi ugotovili, 
ali cepitev ovira glikozilacija, bi morali eksperiment ponoviti še z dimerno, glikozilirano obliko 
EpEX. 
 
EpCAM iz dimerne v monomerno obliko verjetno preide z mehanizmom, ki je od TACE 
neodvisen, vendar te hipoteze le na podlagi naših rezultatov ne moremo potrditi. V našem 
sistemu namreč nismo preučevali vpliva membrane. Možno je namreč, da pride ob vezavi 
CANDIS na membrano do drugačnih interakcij med TACE in EpCAM, zaradi katerih EpCAM 
preide v monomerno obliko. Za nekatere transmembranske proteine tipa I je bilo namreč 
pokazano, da je regija CANDIS vpletena v prepoznavanje in vezavo substrata22. Podoben 
eksperiment bi bilo tako zanimivo ponoviti s transmembranskima oblikama obeh proteinov. 
Glede na to, da do cepitve dimerne oblike sicer pride, vendar v veliko manjši meri je možno 
tudi, da je EpCAM v raztopini podvržen ravnotežju med monomerno in dimerno obliko, kot so 
predpostavili že Pavšič in sod34. 
 
Glede na kompleksno regulacijo, v kateri igrajo ključno vlogo domene proteina TACE, bi bilo 
zanimivo raziskati vlogo posameznih domen pri cepitvi proteina EpCAM. Z analizo cepitev s 
skrajšanimi mutanti TACE bi lahko ugotovili, katere interakcije med EpCAM in posameznimi 
domenami TACE so ključne pri cepitvi. 
 
Delo, ki smo ga opisali, je pomembno izhodišče za nadaljnje študije mehanizma cepitve 
proteina EpCAM. Optimizirani protokoli za izražanje in čiščenje zunajcelične domene TACE 
pa bodo omogočili enostavnejšo cepitev substratov TACE in vitro in boljše razumevanje 
mehanizmov, ki te cepitve vodijo. Ker je cepitev s TACE prvi korak v signalni poti, ki sproži 
prepisovanje onkogenov, bi lahko dodatne informacije na tem področju privedle do razvoja 
novih proti tumorskih terapij.





Cepitev proteina EpCAM s proteazo TACE ima pomembno vlogo v celičnem signaliziranju. 
Sproži namreč prepisovanje genov udeleženih v regulacijo celične delitve, adhezijo in migracijo 
celic. Ker natančen mehanizem cepitve še ni poznan, smo v okviru magistrskega dela:  
 
- pripravili zapise za šest proteinskih konstruktov TACE in analizirali njihovo izražanje 
v insektni celični liniji Sf9, 
 
- optimizirali izražanje in čiščenje topne ektodomene TACE z melitinskim signalnim 
peptidom (mel-TACE-EX),  
 
- prvi izvedli cepitev različnih oblik ektodomen proteina EpCAM z metaloproteazo 
TACE in vitro. 
 
Pri našem delu smo potrdili hipotezo, da se topna zunajcelična domena TACE (TACE-EX) v 
insektni celični liniji Sf9 izraža v zadostni količini za nadaljnje študije. S prvo uspešno izvedbo 
cepitve proteina EpCAM in vitro smo potrdili hipotezo, da za cepitev ne potrebujemo drugih 
zunanjih dejavnikov. Pri tem smo pokazali, da se monomerni mutant ngEpEX cepi v veliko 
večji meri kot dimer ngEpEX in s tem potrdili hipotezo, da se mora EpCAM za cepitev s TACE 
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